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Resumen 
En el presente trabajo se prepararon derivados del 3,9-dimetoxipterocarpano (I, 
homopterocarpina) y se les evaluó la actividad antifúngica contra los hongos fitopatógenos 
Colletotrichum gloeosporioides y C. lindemuthianum. Inicialmente se establecieron las 
mejores condiciones para la extracción y purificación de (I) a partir de residuos industriales 
de P. gracile Benth. Posteriormente se obtuvieron derivados por reacciones de nitración, 
aminación y oxidación; estos derivados se purificaron con técnicas cromatográficas 
(cromatografía de columna con sílica gel y/o Sephadex LH-20, y cromatografía de capa 
fina preparativa) y se identificaron por métodos espectroscópicos de resonancia magnética 
nuclear mono- (1H-RMN, 13C-RMN) y bidimensional (COSY, HMQC y HMBC), IR y UV. Los 
derivados obtenidos correspondieron al 3,9-dimetoxi-8-nitropterocarpano (II), 3,9-
dimetoxi-2,8-dinitropterocarpano (III), 3,9-dimetoxi-2,8,10-trinitropterocarpano (IV), 2,8-
diamino-3,9-dimetoxipterocarpano (V), 3,9-dimetoxicoumestano (VI), 9-metoxi-3-
hidroxipterocarpano (VII), 2’-hidroxi-4-(2-hidroxietilsulfanil)-7,4’-dimetoxiisoflavano (VIII) y 
4-(2-hidroxietilsulfanil)-7,2’,4’-trimetoxiisoflavano (IX). La actividad antifúngica in vitro de 
los derivados se determinó por inhibición del crecimiento micelial en medio sólido contra 
C. gloeosporioides y C. lindemuthianum, e inhibición de la germinación de esporas contra 
C. gloeosporioides, a concentraciones entre 35 y 700 µM. Los derivados (VII) y (VIII), a la 
mayor concentración evaluada, mostraron una inhibición del crecimiento radial cercana al 
100%, superando la encontrada para el compuesto de partida (I), que fue del 46%. 
También se realizaron pruebas de inhibición del crecimiento para el derivado (VIII) sobre 
frutos de papaya (Carica papaya L. cv. Hawaiana) y mango (Mangifera indica L. cv. 
Hilacha) infectados con C. gloeosporioides, a condiciones de laboratorio. El derivado (VIII) 
mostró una inhibición del crecimiento en frutos superior al encontrado para el compuesto 
(I) y para el timol (un reconocido antifúngico natural), a las mismas condiciones. En 
general, los derivados con mayor actividad antifúngica correspondieron a aquellos con 
presencia de grupos hidroxilos en su estructura. Algunos de los compuestos obtenidos 
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podrían ser considerados promisorios para la búsqueda de nuevos agentes de control de 
hongos fitopatógenos. 
PALABRAS CLAVES: Antracnosis, Colletotrichum sp., pterocarpanos, inhibición.           
Abstract 
In the present work, derivatives of 3,9-dimethoxypterocarpan (homopterocarpine, I) were 
prepared and their antifungal activity against the phytopathogenic fungi Colletotrichum 
gloeosporioides and C. lindemuthianum was evaluated. Initially, the best conditions were 
established for the extraction and purification of (I) from industrial residues of P. gracile 
Benth. Subsequently, derivatives were obtained by nitration, amination and oxidation 
reactions; these derivatives were purified by chromatographic techniques (column 
chromatography using silica gel and/or Sephadex LH-20, and preparative thin layer 
chromatography) and identified by spectroscopic methods such as mono- (1H-NMR, 13C-
NMR) and two-dimensional nuclear magnetic resonance (COSY, HMQC and HMBC), IR 
and UV. The obtained derivatives corresponds to 3,9-dimethoxy-8-nitropterocarpan (II), 
3,9-dimethoxy-2,8-dinitropterocarpan (III), 3,9-dimethoxy-2,8,10-trinitropterocarpan (IV), 
2,8-diamino-3,9-dimethoxypterocarpan (V), 3,9-dimethoxycoumestan (VI), 9-methoxy-3-
hydroxypterocarpan (VII), 2'-hydroxy-4-(2-hydroxyethylsulfanyl)-7,4'-dimetoxiisoflavane 
(VIII) and 4-(2-hydroxyethylsulfanyl)-7,2’,4'-trimethoxyisoflavin (IX). The in vitro antifungal 
activity of the derivatives was determined by inhibition of mycelial growth in solid medium 
against C. gloeosporioides and C. lindemuthianum, and inhibition of spore germination 
against C. gloeosporioides, between 35 and 700 μM. Derivatives (VII) and (VIII), at the 
highest concentration, showed a radial growth inhibition of 100%, exceeding that found for 
the starting compound (I), which was 46%. Growth inhibition tests were also performed for 
the derivative (VIII) on papaya fruits (Carica papaya L., cv. Hawaiian) and mango 
(Mangifera indica L. cv. Hilacha), infected with C. gloeosporioides, at laboratory 
conditions. The derivative (VIII) showed a growth inhibition in fruits higher than that found 
for the compound (I) and for the thymol (a recognized natural antifungal), under the same 
conditions. In general, the derivatives with greater antifungal activity correspond to those 
with presence of hydroxyl groups in their structure. Some of these compounds may be 
promising for the search for new control agents of phytopathogenic fungi. 
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El control de enfermedades con pesticidas químicos ha sido tradicionalmente el método 
más empleado en la agricultura mundial. Estos pesticidas, desarrollados por síntesis 
empírica, tamizaje (screening) aleatorio y optimización estructural, han posibilitado una 
mayor producción de alimentos y el crecimiento de la industria agrícola mundial (Ortiz et 
al., 2013). Sin embargo, la baja selectividad, alta toxicidad, y escasa biodegradabilidad de 
estas sustancias ha generado efectos adversos al medio ambiente (Bernabó et al., 2016; 
Mimbs et al., 2016) y a la salud humana (Weichenthal et al., 2012; Xavier et al., 2005). 
Adicionalmente, la resistencia creciente desarrollada por las plagas (Hollomon 2012) a los 
pesticidas usados para su control, hace necesario la aplicación de éstos en mayor cantidad 
y frecuencia, lo que ha traído consigo mayores costos de producción y la presencia de 
residuos tóxicos en los alimentos lo que consecuentemente ha limitado el acceso a los 
mercados internacionales (Hollomon 2012; Blankson et al., 2016; Nakano et al., 2016). 
Esta situación ha dirigido la investigación mundial hacia la búsqueda de nuevas 
tecnologías para el control de plagas (Petroski & Stanley, 2009). Los productos de origen 
natural, en especial de plantas, se presentan como una buena e importante alternativa 
para los pesticidas de baja selectividad que se usan actualmente. Parte de la relevancia 
de los productos naturales se origina en el hecho de que poseen gran actividad biológica 
contra los organismos patogénicos, lo que es el resultado de procesos de 
perfeccionamiento evolutivo relacionados con los mecanismos de defensa de las plantas 
en la interacción planta-patógeno (Dayan et al., 2000; Hollomon 2012). Adicionalmente, los 
productos naturales pueden ser menos agresivos con el medio ambiente y de menor 
toxicidad a la salud humana.  
Dado que muchos de los productos naturales se han producido como sustancias 
de defensa en la interacción planta-patógeno, es de esperar que sean compuestos afines 
con la bioquímica y biología celular de la plaga, logrando afectar principalmente el 
citoesqueleto, la pared celular, la traducción de señales celulares o interferir la producción 
de proteínas (Hollomon 2012; Mallet 1989; Carrière & Roff 1995), lo que les aporta alta 
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selectividad (Dayan et al., 2009). Un beneficio adicional de los productos naturales es su 
corta vida en el medio ambiente, ya que poseen estructuras relacionadas con la naturaleza 
y contienen pocos sustituyentes halogenados (Dayan et al., 2000), brindándoles mayor 
biodegradabilidad que sus contrapartes sintéticas. Finalmente, los productos naturales 
poseen una gran diversidad y complejidad estructural en comparación con los pesticidas 
comerciales, lo que se refleja en la gran cantidad de centros quirales, carbonos con 
hibridación sp3, anillos y sistemas ricos en nitrógeno y oxígeno, lo que lleva a que se 
desarrollen bajos niveles de resistencia a estas sustancias por parte del patógeno. De otro 
lado, esta diversidad química puede brindar estructuras útiles en el desarrollo de nuevos 
agentes de control de plagas, más eficientes y amigables con el medio ambiente (Harvey 
2007; Costantino & Barlocco 2006).  
Existe una amplia variedad de productos de origen natural registrados para el 
control de malezas, insectos y hongos (Gwinn 2018). Actualmente se utilizan aceites 
esenciales provenientes de clavos de olor (Eugenia caryophyllus Spreng) con eugenol 
como compuesto bioactivo, menta (Mentha piperita L.) con mentol como compuesto 
bioactivo, limoncillo (Cymbopogon citratus Stapf.) con el citral como agente activo, 
productos derivados de neem (Azadirachta indica Juss), spinocinas A y D provenientes de 
Saccharopolyspora spiosa, piretrinas y piretratos de Tenacetum cinerariaefolium, 
rotenonas provenientes de plantas del genero Derris y Lonchocarpus (Leguminosae), 
neonicotinoides y piretroides, extractos de Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, 
Capsicum frutescens, Allium sativum, entre otros. Estos extractos y aceites esenciales 
poseen una amplia diversidad de compuestos con actividad biológica importante contra 
hongos e insectos (Gwinn 2018; Cantrell 2012), lo que ha generado un sector creciente en 
la industria con grandes oportunidades económicas (Gwinn 2018; Cantrell 2012). 
Por otra parte, el uso de productos naturales como plantillas estructurales para 
generar compuestos modificados químicamente y con mayor actividad que el compuesto 
de partida, es recientemente importante en la investigación y desarrollo de nuevos agentes 
de control de plagas (Wu et al., 2015; Petroski and Stanley, 2009). Esta metodología 
aprovecha la actividad biológica innata de los productos naturales, la potencializa y genera 
agentes de control que pueden ser más amigables con el medio ambiente. De esta manera 
se han obtenido potentes pesticidas y estructuras con propiedades análogas a la de los 
pesticidas comerciales, como los piretroides y nicotinoides (Gwinn 2018; Cantrell 2012; 
Silvério et al., 2009). 
Introducción 3 
 
Entre la amplia variedad de compuestos naturales bioactivos, que pueden servir 
como plantillas estructurales para desarrollar nuevos agentes de control, se encuentran los 
pterocarpanos (6a, 11a-dihydro-6H-benzofuro [3,2-c] cromeno). Éstos, pertenecen al 
grupo de los isoflavonoides y estructuralmente están conformados por un sistema 
tetracíclico de anillos benzofurano-benzopirano fusionados (Boland, 1998). Los 
pterocarpanos han sido reconocidos por sus importantes actividades biológicas y 
farmacológicas, dentro de las que se destaca su comportamiento como fitoalexinas: 
sustancias antimicrobianas de bajo peso molecular que son producidas por las plantas 
como sistema de defensa químico (Goel et al., 2012), el cual se activa ante la presencia 
de amenazas o influencias externas como el ataque de bacterias, hongos, metales 
pesados o radiación UV (Guest, 2017). Esta clase de sustancias al relacionarse con la 
resistencia de las plantas a enfermedades, son consideradas buenos prospectos para el 
desarrollo de nuevos agentes de control de plagas (Guest, 2017; Selvan et al., 2017). 
Investigaciones iniciales propusieron que la actividad antifúngica de los 
pterocarpanos dependía de la configuración estructural y la presencia de sustituyentes 
oxigenados en las posiciones C3 y C9 (Perrin & Cruickshank 1969). Posteriormente se 
investigó, conjuntamente con los pterocarpanos, 6a,11a-dihidropterocarpanos, 
isoflavanos, cumestanos y una isoflavona, y los resultados mostraron inconsistencias en 
la dependencia de la actividad con la conformación tridimensional (Van Etten, 1976). Esta 
investigación propuso que la actividad antifúngica de los pterocarpanos se relaciona con 
la presencia de sustituyentes claves y de una propiedad fisicoquímica, la lipofilicidad, la 
cual permite penetrar más fácilmente las membranas celulares (Arnoldi & Merlini, 1990). 
Aunque estas investigaciones no establecieron relaciones concluyentes entra la actividad 
y la estructura, si evidenciaron la posibilidad de variar fuertemente la actividad antifúngica 
con modificaciones químicas en el pterocarpano y moléculas relacionadas.  
En el presente estudio se preparó una serie de derivados del pterocarpano de 
origen natural 3,9-dimetoxipterocarpano (homopterocarpina), el cual se ha reportado tiene 
actividad insecticida (Jiménez et al., 2008) e inhibitoria contra hongos fitopatógenos del 
género Colletotrichum (Martínez et al., 2016). Posteriormente, se evaluó la actividad 
antifúngica de los derivados contra los hongos Colletotrichum gloeosporioides y C. 
lindemuthianum causantes de la antracnosis en cultivos de gran importancia para el país, 
como papaya (Carica papaya L.), mango (Mangifera indica L.), tomate de árbol (Solanum 
betaceum Cav.), y frijol (Phaseolus vulgaris L.) respectivamente (Adriana et al., 2016; 
Kawaratani et al., 2015; Siddiqui & Ali, 2014; Obando 2012; Durango et al., 2002).  
4 Introducción 
 
El desarrollo de la investigación se efectuó en cuatro etapas: 1) obtención del 3,9-
dimetoxipterocarpano, 2) preparación de derivados por reacciones de síntesis orgánica, 3) 
evaluación de la actividad antifúngica de los derivados, 4) análisis cualitativo de la relación 
entre la actividad antifúngica y la estructura de los derivados. Cómo materia prima para la 
obtención del 3,9-dimetoxipterocarpano se seleccionaron los residuos agroindustriales de 
la especie maderable Platymiscium gracile Benth.  
Luego de estudiar el efecto de diferentes variables (solvente, tiempo, agitación), se 
escogieron las mejores condiciones para el proceso en la extracción. Posteriormente, el 
3,9-dimetoxipterocarpano se purificó mediante técnicas cromatográficas y se identificó por 
métodos espectroscópicos convencionales. A partir del compuesto puro, se llevaron a cabo 
una serie de reacciones entre las que se incluyen nitración, reducción de grupo nitro, 
oxidación, sustitución y desmetilación. Tras procesos de purificación e identificación, ocho 
derivados se evaluaron por su efecto inhibitorio (crecimiento micelial y germinación de 
esporas) contra los hongos C. gloeosporioides y C. lindemuthianum. Adicionalmente, para 
el derivado más activo, se evaluó el efecto inhibitorio sobre frutos de papaya y mango 
inoculados con C. gloeosporioides a condiciones de laboratorio.  
El presente estudio realiza una contribución al conocimiento sobre la reactividad de 
los pterocarpanos y la relación cualitativa entre la estructura y la actividad inhibitoria contra 
hongos fitopatógenos. Los resultados aportan información valiosa para los programas de 
búsqueda de agentes de control de enfermedades en cultivos, y nuevas moléculas 
promisorias. Adicionalmente, el trabajo brinda información para el aprovechamiento 



















Preparar derivados del 3,9-dimetoxipterocarpano y evaluar la actividad antifúngica contra 




Aislar y purificar el 3,9-dimetoxipterocarpano a partir de residuos de la especie maderable 
Platymiscium gracile. 
 
Preparar derivados del 3,9-dimetoxipterocarpano por reacciones orgánicas 
convencionales (nitración, reducción de grupo nitro, oxidación, entre otras). 
 
Purificar los derivados empleando técnicas cromatográficas y confirmar su estructura por 
métodos espectroscópicos. 
 
Evaluar la actividad antifúngica de los derivados contra C. gloeosporioides y C. 
lindemuthianum. 
 
Describir cualitativamente la relación entre la estructura de los derivados y la actividad anti-
fúngica.
 
1. Estado del arte 
La búsqueda de alternativas nuevas para combatir microorganismos fitopatogénicos ha 
cambiado drásticamente en los últimos años, y ya no se enfoca únicamente hacia la 
síntesis empírica, tamizaje aleatorio y optimización de sustancias químicas. El 
conocimiento de las interacciones entre los metabolitos secundarios de la planta y del 
microorganismo, de sus efectos, de los mecanismos de invasión y del metabolismo, han 
permitido diseñar moléculas más activas y específicas.  
1.1 Pterocarpanos: Aspectos generales 
Los flavonoides forman un grupo extenso y particular de compuestos con alta incidencia e 
importancia en la naturaleza. Estructuralmente, son compuestos heterocíclicos tipo fenil-
benzopirano que según la posición del anillo aromático en el benzopirano (cromeno) 
conforman varias clases: los flavonoides (2-benzopiranos, 1), los isoflavonoides (3-
benzopiranos, 2), y los neoflavonoides (4-benzopiranos, 3) (Figura 1-1).   
 
Figura 1-1:  Tipos de flavonoides. 
 
 
Los isoflavonoides son la subclase mayoritaria de los flavonoides. Estos compuestos 
poseen un esqueleto tipo 3-fenilbenzopirano. Dependiendo del tipo de sustituyentes y 
estados de oxidación son subdivididos en los grupos presentados en la Figura 1-2. Dentro 
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reportado en varias especies vegetales, presentando un amplio rango de actividades 
biológicas (Jiménez et al., 2007). Estructuralmente, los pterocarpanos están conformados 
por un sistema tetracíclico de anillos fusionados benzofurano-benzopirano (6a, 11a-
dihidro-6H-benzofuro [3,2-c] cromeno) con dos centros quirales en la posición 6a y 11a 
generando cuatro isómeros, lo que determina la estereoquímica de la plantilla estructural 
pterocarpano (Purkayastha, 1995) (Figura 1-3). 
Figura 1-2:  Grupos de los isoflavonoides. 
 
 
Se ha planteado que solo el isomero cis de los anillos B/C se pueden presentar, debido a 











































































computacionales y experimentales (Friedrichsen & Schoening, 1990). Ademas la 
configuracion cis genera dos posibles conformaciones A y B (Figura 1-4), siendo A la más 
estable (Goel et al., 2012; Jiménez et al., 2007). 
 
Figura 1-3: Estructura del pterocarpano y sus cuatro posibles isómeros. 
 
 
Los pterocarpanos de origen natural presentan el isomero cis, lo que conduce a solo dos 
configuraciones absolutas. Además, las mediciones polarimétricas han demostrado que la 
rotación óptica (-) puede asociarse con la configuración α, α (6aR, 11aR), mientras que la 
rotación óptica (+) con configuración β, β (6aS, 11aS) (Jiménez et al., 2008; Antus et al., 
2001; Veloso et al., 2012). La mayoría de los pterocarpanos presentes en la naturaleza 
presentan en la posición C3, C8 y C9 sustituyentes oxigenados, y derivados de isopreno 
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Figura 1-4: Posibles coformaciomes en los pterocarpanos cis-(6aR,11aR) (Jiménez et 
al., 2007). 
1.2 Actividad antifúngica 
Los pterocarpanos juegan un papel importante en las plantas como compuestos 
antimicrobianos. Se ha reportado que inhiben el crecimiento y la esporulación de hongos 
patógenos y presentan varias actividades biológicas importantes (Jiménez et al., 2008; 
Guest, 2017). Los pterocarpanos medicarpin y maackiain son considerados fitoalexinas 
(Figura 1-5) (Jiménez et al., 2008); se sintetizan y acumulan en el tejido infectado y 
circundante, donde se requiere su potencial antimicrobiano. Dependiendo de la familia, las 
plantas infectadas usualmente producen la misma fitoalexina, independiente del hongo que 
la ataca (García & Pérez, 2003; Guest, 2017).  
De los pterocarpanos registrados como fitoalexinas, el medicarpin, maackiain, pisatin, 
glyceollin, phaseollin y phaseollidin son los más reconocidos (Goel et al., 2012) (Figura 1-
5). Se ha encontrado phaseollin y phaseollidin en fríjol como respuesta a la infección con 
Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani y Thielaviopsis basicola 
(Jiménez et al., 2008) y su acumulación es diferencial dependiendo de la variedad 
(Durango et al., 2002). El pterocarpano medicarpin se reporta como fitoalexina en 
Medicago sativa (alfalfa) infectada por Colletotrichum phomoides, Stemphylium loti, S. 




germinación de esporas de F. oxysporum en Cicer arietinum (garbanzos), una de las 
principales fuentes de alimento de humanos y animales (Stevenson et al., 1997). 
Ensayos de actividad antifúngica in vitro muestran la importancia de estos pterocarpanos. 
Por ejemplo, cuando pterocarpin fue probado contra Helminthosporium oryzae, Alternaria 
solani, y Curvularia lunata, se encontró que a concentraciones de 70 µg/L causa 
inhibiciones del crecimiento superiores al 50%; mientras que a 250 µg/L inhibe un 100% 
(Mukherjee et al. 1974). El maackiain inhibe el crecimiento de Pythium graminícola a una 
concentración de 20 µL/L (Yagi et al., 1993).  
Figura 1-5: Pterocarpanos reportados como fitoalexinas (Jiménez et al., 2007). 
 
 
Debido a que las fitoalexinas pterocarpánicas se relacionan con la resistencia de las 
plantas a enfermedades, se han postulado como punto de partida para el desarrollo de 
nuevos agentes de control de hongos, más selectivos y biodegradables (Guest, 2017; 
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de las plantas y generarse de complejas interacciones bioquímicas resultado de la 
interacción planta-patógeno, durante la evolución de las plantas (Isman 2006; Dayan et al., 
2009; Copping & Duke 2007). Por otra parte, al poseer estructuras químicas relacionadas 
con el ambiente bioquímico de la planta y el patógeno. En este sentido se abren dos 
perspectivas de uso para las fitoalexinas pterocarpánicas en el control de hongos: a través 
de su empleo directo o como plantillas estructurales para el desarrollo de sustancias más 
activas (Harvey 2007; Costantino & Barlocco, 2006; Koch et al., 2005). 
1.3 Relación estructura-actividad antifúngica 
Varios estudios han tratado de relacionar la estructura de los pterocarpanos y la actividad 
antifúngica. Inicialmente se estableció a través de espectroscopía de resonancia 
magnética nuclear (RMN) la conformación de media silla del anillo dihidropirano, el carácter 
plano del anillo dihidrofurano, y la ubicación perpendicular de los dos biciclos en los 
pterocarpanos (Goel et al., 2012). Un primer estudio realizado con ocho pterocarpanos y 
algunos compuestos relacionados, propuso que la actividad antifúngica de los 
pterocarpanos dependía de la configuración estructural y la presencia de sustituyentes 
oxigenados en las posiciones C3 y C9. Con este análisis propusieron que posiblemente 
los biorreceptores de las membranas en el hongo analizado (Monilinia fructicola) 
interactuaban con los pterocarpanos a través de esas posiciones (Perrin & Cruickshank, 
1969).  
Posteriormente se reevaluó la dependencia de la actividad antifúngica y la conformación 
tridimensional empleando un amplio rango de sustancias que incluían pterocarpanos, 
6a,11a-dihidropterocarpanos, isoflavanos, cumestanos y una isoflavona (Van Etten, 1976). 
La actividad antifúngica contra los hongos evaluados Fusarium solani y Aphanomyces 
euteiches no se relacionó con la conformación 3D ya que varios compuestos de geometrías 
diversas presentaron actividad antifúngica considerable. Estos resultados mostraron 
inconsistencias en la dependencia de la actividad con la conformación 3D, propuesta por 
Perrin y Cruickshank. Esta investigación sugirió que la actividad antifúngica de los 
isoflavonoides evaluados estaba influenciada por alguna propiedad fisicoquímica en 
común. Esta propiedad puede ser la lipofilicidad, la cual permite penetrar más fácilmente 
las membranas de los hongos. Además, se propuso que el mecanismo de acción dependía 
del tipo de isoflavonoide, ya que podrían presentarse varios tipos. Al relacionar valores de 
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lipofilicidad con los resultados de actividad antifúngica de los compuestos investigados por 
Van Etten, se encontró que para estructuras similares la actividad aumenta con el carácter 
lipofìlico (Arnoldi & Merlini, 1990). Sin embargo, estos autores revelan que en estructuras 
de isoflavonoides diferentes no se puede generalizar una correlación entre la actividad y 
el carácter lipofìlico. De esta manera proponen que la lipofilicidad por sí sola no es la causa 
principal de la actividad antifúngica.   
Lo más relevante de estas investigaciones es que ponen en evidencia la posibilidad de 
alterar la actividad antifúngica a través de modificaciones químicas en plantillas 
estructurales de pterocarpanos o isoflavonoides bioactivos. Se mostró que pterocarpanos 
con algunos cambios o inserción de sustituyentes, alcanzaban altos valores de actividad 
antifúngica. Además, proponen que la inserción de diversos sustituyentes y sus 
respectivas respuestas de actividad antifúngica también ayudan a comprender la relación 
actividad-estructura de esta clase de compuestos. 
1.4 Homopterocarpina (3,9-dimetoxipterocarpano). 
El 3,9-dimetoxipterocarpano u homopterocarpina, es un pterocarpano metoxilado en las 
posiciones 3 y 9 de los anillos A y D, respectivamente (Figura 1-6).  
Figura 1-6: Estructura del 3,9-dimetoxipterocarpano. 
 
Varias investigaciones sobre el 3,9-dimetoxipterocarpano evidencian diversas propiedades 
biológicas. El 3,9-dimetoxipterocarpano y dos pterocarpanos más, el (-)-3,9-dimetoxi-8-
hidroxipterocarpano y la hidroxihomopterocarpina, presentaron actividad insecticida contra 
Spodoptera litura F. (Noctuidae) y la termita subterránea Reticulittermes sparatus. En este 
trabajo, el 3,9-dimetoxipterocarpano mostró la mayor actividad en comparación con los 
demás compuestos (Morimoto et al., 2006).  
Adicionalmente, el 3,9-dimetoxipterocarpano fue reportado como inductor de apoptosis en 





14 Preparación y actividad antifúngica de derivados  
del 3,9-dimrtoxipterocarpano (Homopterocarpin)  
 
la homopterocarpina reportan actividad anticancerígena (Shults et al., 2016), 
hepatoprotectiva y antioxidante (Akinmoladun et al., 2015). 
Por otra parte, la homopterocarpina es uno de los pterocarpanos más abundantes 
reportados en investigaciones fitoquímicas y uno de los más abundantes en la naturaleza, 
presente en más de 28 especies (Jiménez et al., 2008). Se ha encontrado en varias 
especies de género Platymiscium, P. floribundum (Gadelha Militão et al., 2005) y P. 
yucatanum (Reyes-Chilpa et al., 1998), y en Pterocarpus (Jiménez et al., 2007). 
En Colombia, la presencia de 3,9-dimetoxipterocarpano (0.39%) fue reportada en residuos 
del procesamiento de la especie maderable Platymiscium gracile Benth, la cual posee gran 
importancia económica por su utilización en la industria maderera y de ebanistería fina, en 
el sur de Colombia (Martinez et al., 2016). La homopterocarpina exhibió una actividad 
antifúngica promisoria contra el hongo fitopatógeno Colletotrichum acutatum con 
porcentajes de inhibición del 40%, a una concentración de 200 µg/mL (Martínez et al., 
2016) (Figura 1-7). 
Figura 1-7: Inhibición del crecimiento micelial de C. acutatum con el 3,9-




1.5 Colletotrichum gloeosporioides y C. lindemuthianum. 
Colletotrichum es un género de hongos de distribución cosmopolita y con predominio en 
las regiones tropicales y subtropicales (Xiao et al., 2014). El género Colletotrichum posee 
varias especies causantes de enfermedades de relevancia económica en cultivos de 
cereales, vegetales, legumbres y cultivos perennes, incluyendo frutas de árbol. En frutas 
frescas y vegetales, las especies de Colletotrichum causan hasta más del 50% de pérdidas 
(Paull et al., 1997; Awang et al., 2011). Este género fue nominado con el octavo puesto, 
entre los hongos fitopatógenos más importantes del mundo, por su impacto económico y 
percepción científica (Dean et al., 2012). Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y 
Sacc. es considerada como la especie más desafiante de resolver, comprende la gama de 
huéspedes más amplia de todas las especies de Colletotrichum (Du et al. 2005; 
Prabhakaran, 2010). 
Los hongos C. gloeosporiodes y C. lindemuthianum (Sacc. & Magnus Briosi & Cavara) son 
asociados a la enfermedad llamada Antracnosis, que afecta un amplio número de plantas. 
Entre las especies afectadas se encuentran la papaya (Carica papaya L.) (Molina et al., 
2017), frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Gonzáles et al., 2000), mango (Mangifera indica L.) 
(Sangeetha & Rawal, 2008), aguacate (Persea americana Mill.) (Rodríguez et al., 2008) y 
tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.) (Pineda et al., 2012), cultivos de gran 
importancia económica en Colombia.  
Los síntomas de la enfermedad se manifiestan por las afectaciones en ramas y hojas 
viejas, con manchas negras y muerte de los tejidos a lo largo de las nervaduras. En los 
frutos la enfermedad se manifiesta en cualquier estado de desarrollo y con mayor 
gravedad; la sintomatología inicia con lesiones aceitosas que se convierten en manchas 
de coloración oscura a negra, cubriendo parcial o totalmente el fruto, lo que induce la 
maduración temprana y posteriormente la caída del fruto (Figura 1-8). Las esporas de C. 
gloeosporiodes y C. lindemuthianum pueden mantenerse latentes por largos periodos de 
tiempo y así llegan a infectar nuevamente los frutos en poscosecha, cuando se presentan 
las condiciones de humedad y temperatura óptimas para su desarrollo, ocasionando 
grandes pérdidas económicas (Pastor-Corrales 1993; Siddiqui & Ali, 2014; Quiroga, 2018). 
Como ejemplo de lo devastadora que puede llegar a resultar esta enfermedad, se ha 
reportado en el cultivo de papaya y tomate de árbol pérdidas entre 10 y 80% de los frutos 
cosechados, aún en cultivos tratados con fungicidas. Además, los elevados costos para el 
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manejo de la antracnosis por medio de la aplicación de fungicidas comerciales, junto con 
la pérdida en la calidad de los frutos, representan hasta un 45% de los costos totales de 
producción (DANE, 2014; DANE 2016). 
Figura 1-8: Síntomas de la antracnosis en papaya (C. papaya) (DANE, 2016) (A) y 
tomate de árbol (S. betaceum) (DANE, 2014) (B). 
 
 
En el caso del fríjol, C. lindemuthianum ocasiona pérdidas en el rendimiento de hasta el 
95%, especialmente cuando se cultivan variedades susceptibles al patógeno en regiones 
con altos niveles de humedad, temperaturas moderadas y precipitaciones frecuentes. El 
hongo afecta principalmente la calidad de las vainas de frijol, al inducir lesiones carnosas 
oscuras que se transforman en chancros hundidos con centros de color salmón; pero 
también afecta pecíolos y tallos (Gonçalves et al., 2009; Pastor-Corrales 1993; Pastor-
Corrales 1994). Las semillas pueden mostrar decoloración, aunque frecuentemente aun 
estando infectadas se presentan asintomáticas (Melotto et al., 2000). 
1.6 Estrategias de control. 
El control de la antracnosis requiere esfuerzos tecnológicos importantes, desarrollo de 
metodologías más específicas y además, que prioricen factores ambientales y de salud 





comerciales, si hay más de 4% de incidencia en el cultivo. Usualmente se aplican 
productos como Mancozeb (3-4 g/L), Clorotalonil (2.5 mL/L), Hidróxido cúprico (1 Kg/Ha), 
Benomyl (0.5 g/L), Carbendazin (0.3 g/L), Difenoconazol (0.4 L/Ha) y Azoxistrobina (1.5 
g/L). Adicionalmente se pueden emplear productos para el control de agentes transmisores 
de la enfermedad, por ejemplo el chinche patas de hojas (Leptoglosus zonatus), como  
Malation (2-2.5 mL/L), Benomil (225 g/L), Clorotalonil (2.6 g/L), Azoxistrobina (4 mL/L), 
Captan (1.2 g/L), Procholaz (810 ppm), Maned (4 g/L), Tiabendazol (4-8 g/L), 
Benzotiadiazol (50ppm) y Difenoconazole (58%) (Obando 2012; Siddiqui & Ali, 2014) 
(Figura 1-9).  
Figura 1-9: Estructuras de algunos fungicidas empleados comúnmente. 
 
Algunas de estas sustancias, como el Benomyl y Mancozeb, registran varias afectaciones 
contra el medio ambiente y en especial la salud humana, asociadas con la incidencia de 
cáncer y la aparición de problemas neurológicos y reproductivos (Adriana et al., 2016; 
Kawaratani et al., 2015; Wilkinson & Killen, 1996).  
Actualmente las alternativas de control para Colletotrichum sp. son variadas debido a que 
la estrategia más común, los fungicidas, han causado resistencia en los organismos 
patógenos. Alternativas de control del patógeno en precosecha y poscosecha o 














































18 Preparación y actividad antifúngica de derivados  
del 3,9-dimrtoxipterocarpano (Homopterocarpin)  
 
actualmente. Entre los métodos de control se encuentran el uso de tratamientos 
hidrotérmicos, atmósferas modificadas (Karabulut & Baykal, 2004; Gutiérrez et al., 2004; 
Ragazzo et al., 2015), luz ultravioleta, y el uso de sustancias reconocidas como seguras 
(GRAS) (Siddiqui & Ali, 2014), tales como ozono (Ong & Ali, 2015), inductores naturales 
de defensa en plantas (Kobiler et al., 1993; Prusky & Keen, 1993; Prusky et al., 1990), 
controles biológicos con microorganismos antagonistas como Rodhotorula minuta, Bacillus 
subtilis, Trichoderma spp., (Kefialewa & Ayalewb, 2008), sales inorgánicas (Sivakumar et 
al., 2002), recubrimientos y aceites esenciales (Bosques et al., 2010) entre otros. 
Infortunadamente estas metodologías de control se encuentran en etapas de desarrollo y  
los futuros descubrimientos deben reducir la brecha el empleo de tecnologías efectivas y 
específicas y al mismo tiempo, respetuosas con el medio ambiente ((Siddiqui & Ali, 2014). 
En el caso de frijol, el manejo de la antracnosis se fundamenta en la utilización de semilla 
certificada libre del patógeno y la siembra de variedades resistentes. No obstante, en 
sistemas de producción con pequeños productores, el acceso a semilla comercial es muy 
limitado por motivos económicos. Asimismo, la generación de variedades de fríjol con 
resistencia duradera a C. lindemuthianum es difícil de lograr, debido a los altos niveles de 
variabilidad genética y patogénica del hongo, del cual se han identificado a la fecha más 
de 100 razas en el mundo (Pinto et al., 2012; Apostolos et al., 2009). 
1.7 Derivatización en la búsqueda de nuevos 
antifúngicos. 
La generación de derivados es una práctica en la que se pretende mejorar la actividad de 
un compuesto químico bioactivo mediante la modificación de su estructura química. En 
este proceso, se emplean técnicas de síntesis química para insertar nuevos grupos 
funcionales en el compuesto y se evalúa la actividad para la nueva estructura. Esto facilita 
la identificación y determinación de grupos funcionales responsables de generar efectos 
biológicos en el organismo. En general, lo más interesante es encontrar tendencias, que 
conduzcan a hipótesis confiables, entre la estructura y la actividad biológica. 
La actividad biológica puede ser expresada cuantitativamente como la concentración 
necesaria de un compuesto activo para lograr una respuesta específica en un organismo. 
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En el caso de los hogos fitopatógenos, se tiene como respuesta deseada la inhibición de 
crecimiento (actividad fungistática) o la muerte de estos (actividad fungicida).  
Actualmente, se han realizado varios trabajos con esta dinámica sobre moléculas que 
poseen una actividad biológica inicial considerable y en las cuales se facilitan 
modificaciones químicas, obteniéndose muy buenos resultados y generando claridad en el 
conocimiento de la relación entre la actividad y la estructura. De esta manera el 
descubrimiento de nuevos compuestos pesticidas modificando metabolitos obtenidos de 
plantas es actualmente un importante campo de investigación de nuevos agentes de 
control de plagas (Wu et al., 2015). A continuación, se mencionan varios ejemplos que 
refuerzan este enfoque: 
A partir del 5-(2-Propenil)-1,3-benzodioxol (safrol) aislado de Piper auritum, se obtuvo el 
derivado nitrado 6-nitro-safrol (Figura 1-10), el cual presentó 49 veces más actividad que 
el safrol a las mismas concentraciones y tiempo de análisis contra Botryodiplodia 
theobromae. Además, la actividad contra B. theobromae del 6-nitro-safrol fue comparable 
a la del fungicida comercial Carbendazim (Vizcaíno et al., 2016).   








En otra investigación se empleó el esclareol, un producto natural proveniente de Salvia 
sclarea, y se generaron 20 derivados. Uno de estos, al cual se le incorporó un sustituyente 
hidroxilo y un iodo, logró una mejor actividad antifúngica contra F. coeruleum, C. lunata, F. 
graminearum y A. brassicae, con una concentración inhibitoria máxima media (IC50) de 
13.79, 12.09, 19.27 y 14.47 µg/mL, respectivamente. Estos resultados representan una 
disminución entre 8.47 y 59.88% del IC50 del producto de partida esclareol. Asimismo, en 
C. lunata y A. brassicae este derivado fue mejor que el fungicida comercial tiabendazol con 
una disminución del IC50 de 62.03 y 59.88%, respectivamente (Ma et al. 2015) (Figura -1-
11). 
 
Safrol 6-nitro safrol 
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Por otro lado, a partir del ácido abiético, un producto natural proveniente de la colofonia, 
la cual es producida principalmente por las coníferas, se generaron varios derivados con 
el fin de realizar un análisis QSAR contra Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum. 
Uno de los productos obtenidos resultó más activo que el producto de partida, un 162.5% 
contra T. versicolor y 125.0% contra G. trabeum (Wang et al. 2015) (Figura 1-12). 
Figura 1-12: Derivado más activo proveniente del ácido abiético. 
 
A partir de 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (xantoxilina) y 2,4-dihidroxi-5-
metilacetofenona, aisladas de la planta medicinal Melicope borbonica y el hongo superior 
Polyporus picipes (Polyporaceae) respectivamente, se prepararon una serie de derivados 
y se evaluó la actividad antifúngica contra Cytospora sp., Glomerella cingulata, Pyricularia 
oryzae, Botrytis cinerea y Alternaria solani. El derivado más activo que se obtuvo presentó 
valores IC50 de 24.73, 19.84, 17.28, 32.32 y 37.45 µg/ml, respectivamente (Figura 1-13). 
Para todos los microorganismos evaluados, este derivado presentó una actividad superior 













Cytospora sp., G. cingulata, P. oryzae y A. solani el derivado más activo presentó valores 
de IC50 menores a los del fungicida comercial tiabendazol (Wei Shi, 2016). 
Figura 1-13: Derivado más activo proveniente del 2,4-dihidroxi-5-metilacetofenona. 
 
Otro ejemplo que pone de manifiesto la importancia de optimizar las estructuras mediante 
modificaciones químicas se reportó para la fitoalexina camalexina, presente en la familia 
de las crucíferas, a partir de la cual se generaron una serie de derivados con el fin de 
contrarrestar la especificidad de una enzima detoxificadora de camalexina, producida por 
Rhizoctonia solani. Los resultados mostraron que con los derivados 5-fluorocamalexina, 5-
metilcamalexina y 1-metilcamalexina (Figura 1-14) se alcanzó mayor actividad antifúngica 
contra R. solani, que el producto de partida camalexin (Pedras & Liu, 2004). 
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2.1 Materiales y equipos. 
2.1.1 Cepas de C. gloeosporioides y C. lindemuthianum. 
La cepa de C. gloeosporioides se obtuvo de frutos de tomate de árbol (Solanum betaceum) 
infectados. La identificación se realizó mediante características morfológicas, en el 
Laboratorios de Microbiología Industrial de la Universidad Nacional de Colombia Sede 
Medellín. La cepa del patógeno C. lindemuthianum se obtuvo de vainas de frijol (Phaseolus 
vulgaris L.) con síntomas evidentes de la enfermedad. La identificación se realizó mediante 
características morfológicas, en los laboratorios de Sanidad Vegetal de la Universidad 
Nacional de Colombia Sede Medellín. Las cepas se mantuvieron en medios de cultivo 
estándares del tipo agar papa-dextrosa (PDA); la temperatura promedio fue de 24°C y la 
humedad relativa entre 45 y 60 %. 
2.1.2 Reactivos. 
Los solventes (n-hexano; metanol, MeOH; etanol, EtOH; Acetato de etilo, EtOAc; 
diclorometano, CH2Cl2; acetonitrilo, ACN y acetona) de grado síntesis se adquirieron de 
las casas comerciales Sigma-Aldrich y Merck, y los de grado técnico (ProtoKimica) se 
purificaron por destilación y posterior secado con sulfato de sodio (Na2SO4) anhidro. Los 
reactivos carbonato de potasio anhidro, bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, ácido 
sulfúrico, ácido acético glacial, ácido nítrico, ácido clorhídrico, tricloruro de aluminio, 2-
mercaptoetanol, cloruro de estaño, ioduro de metilo, N-bromosuccinimida (NBS) y 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) se adquirieron de las casas comerciales 




La evaporación a presión reducida se realizó en un rotaevaporador Buchi R-210 a 40°C. 
La separación y purificación del 3,9-dimetoxipterocarpano ú homopterocarpina (I) y los 
derivados se llevó a cabo empleando cromatografía de columna (CC) con sílica gel 60 
(0.040-0.063 mm, Merck) y/o Sephadex LH20. El seguimiento de las reacciones y la 
elusión de las columnas se realizó por cromatografía de capa fina (TLC), usando 
cromatoplacas de aluminio con fase estacionaria de sílica gel (Si 60 F254, 0,25 mm, Merck), 
empleando mezclas diferentes de n-hexano/EtOAc como fase móvil. Adicionalmente, la 
visualización de los derivados en las placas, en las etapas de síntesis y purificación, se 
realizó con radiación UV (254 y 365 nm) (UVP UVGL-58) y por aspersión con revelador 
universal ácido acético (AcOH):H2SO4:H2O (143:28:30), seguido de calentamiento. La 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) se realizó en un equipo Gilson, con un 
detector de arreglo de diodos modelo Gilson 170, usando una pre-columna Security Guard 
Phenomenex C18 (4.0x3.0 mm) seguida por una columna de fase reversa Luna 5μC18 (2) 
Phenomenex (150 mmx4.6 mm i.d., 5μm) (Torrance, USA).  
La elucidación estructural de (I) y los productos de síntesis se realizó empleando 
métodos espectroscópicos de resonancia magnética nuclear mono- (1H RMN, 13C-RMN) y 
bidimensional (COSY, HMQC y HMBC) en un espectrómetro Bruker AMX 300 empleando 
cloroformo deuterado (CDCl3). Las señales de los desplazamientos se registran en ppm y 
las constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). Los espectros de IR se determinaron en 
un espectrofotómetro Shimadzu Tracer–100. El análisis de espectrometría de masas se 
llevó a cabo utilizando un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 6890 (Agilent 
Technologies) acoplado con un HP 5973 MSD (Detector selectivo de masa-tipo 
cuadripolar). Los espectros de UV/VIS se realizaron en un equipo PerkinElmer Lambda 35. 
Los espectros FT-IR se llevaron a cabo usando CHCl3 en un espectrómetro Spectrum Two  
Perkin-Elmer. Las rotaciones ópticas se midieron en solución de CHCl3 a 25 °C con un 
polarímetro digital JASCO P-2000.  
Los ensayos de actividad antifúngica contra C. gloeosporioides y C. lindemuthianum se 
realizaron en cabina de flujo laminar (CSB 180 A) clase II tipo, esto con el fin de garantizar 
condiciones de asepsia; de igual forma a los demás instrumentos y materiales empleados 
se les garantizó inocuidad por medio de esterilización en autoclave horizontal automático 
(marca Centricol AUA 80 L). Para el conteo de esporas se usó un microscopio Carl Zeiss 
Primo Star yuna  Camara de Neubauer (Deep 1/10 mm, Boeco). 
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2.2 Obtención e identificación del 3,9-
dimetoxipterocarpano (I). 
2.2.1 Obtención a escala analítica: 
El aserrín de madera de Platymiscium gracile Benth (783 g) se recolectó en el municipio 
de Puerto Asís en el departamento de Putumayo. Un voucher (identificado por el Dr. Jorge 
Mario Vélez) se depositó en el Herbario Gabriel Gutiérrez Villegas de la Universidad 
Nacional de Colombia Sede Medellín (MEDEL # 64111). Este aserrín desechado en 
trabajos de ebanistería se extrajo por percolación exhaustiva a temperatura ambiente (24 
± 2ºC) con n-hexano, CH2Cl2 y EtOAc. Posteriormente, el solvente se removió a presión 
reducida y a sequedad en un evaporador rotatorio. A cada extracto se le realizó un perfil 
cromatográfico por HPLC usando un flujo de elución de 0.7 mL/min con el solvente A = 
MeOH y B = 0.05% ácido acético en agua, con los siguientes incrementos: de 10% A a 
70% A en 40 min, luego desde 70% A a 90% A en 20 min, y subsecuentemente se mantuvo 
durante 8 min hasta reequilibrar la columna, para la siguiente inyección. El volumen 
inyectado fue 10 μl. El extracto que presento mayor cantidad de (I) se fraccionó por 
cromatografía de columna con sílica gel usando como fase móvil mezclas de n-hexano- 
EtOAc con incrementos de polaridad (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, y 5:5).  Estas fracciones 
nuevamente fueron fraccionadas por cromatografía de columna en sílica gel y 
posteriormente Sephadex LH-20 hasta purificar (I). La estructura de (I) se confirmó por 
métodos espectroscópicos. 
Compuesto (I): Se obtuvo como un sólido cristalino blanco: 60.4 mg; p.f. 89-90 °C; p.f. lit 
87.6-87.8 °C (Gadelha Militãoet al., 2005). EI-MS m/z: 284(100) [M]+, 285(18), 283(44), 
270 (7), 269(37), 161(13), 148(17). IR νmax cm-1: 1620, 1580, 1490, 1465, 1350, 1275, 1145, 
1120, 1025. UV (CH3CN) λmax nm (log ε): 285 (3.9). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.48 (1H, 
d, J= 8.5, H-1), 7.18 (1H, d, J= 8.0, H-7), 6.70 (1H, dd, J= 8.5, 2.0, H-2), 6.53-6.49 (3H, m, 
H-10, H-8, H-4), 5.56 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-11a), 4.29 (1H, dd, J= 11.0 y 4.8 Hz, H-6α), 3.84 
(3H, s, -OCH3), 3.82 (3H, s, -OCH3), 3.68 (1H, t, J = 11.0 Hz, H-6β), 3.61-3.54 (1H, m, H-
6a). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 39.57 (C-6a), 55.40 (-OCH3), 55.52 (-OCH3), 66.62 (C-
6), 78.61 (C-11a), 96.93 (C-8), 101.66 (C-4),106.38 (C-10), 109.19 (C-2), 112.40 (C-11b), 
119.18 (C-6b), 124.78 (C-7), 131.88 (C-1), 156.66 (C-4a), 160.76 (C-3), 161.07 (C-10a), 
161.16 (C-9).  [α]D= +146° (c 0.001, CHCl3); [lit. = [α]D= +205° (c 0.021, CHCl3) (McMurry 
et al., 1972)]. Anexo B.  
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La determinación de concentración del compuesto (I) en los extractos y aserrín de P. 
gracile se determinó por HPLC bajo las mismas condiciones cromatográficas 
anteriormente mencionadas.  Se determinó la curva de calibración para (I) empleando 
cuatro concentraciones (5.05*10-3, 1.02*10-2, 2.08*10-2, 4.35*10-2 y 8.18*10-2 mg/ml). 
2.2.2 Obtención a escala preparativa: 
Debido a la necesidad de una cantidad abundante de materia prima para las etapas de 
derivatización, se realizó una optimización de la extracción de (I) a partir del aserrín de P. 
gracile. Inicialmente, se llevó a cabo una extracción por percolación del aserrín de P. 
gracile con etanol y posteriormente se eliminó el solvente por evaporación rotatoria a 
presión reducida y a sequedad. El extracto secó se redisolvió en una mezcla etanol-H2O 
(80:20) a diferentes proporciones y se sometió a extracción líquido-líquido con n-hexano 
asistida por ultrasonido (EAU) y evaluando el efecto del tiempo de extracción (entre 15 y 
180 min), la relación de volúmenes de extracto y n-hexano (entre 0.2 y 0.8: volumen n-
hexano/volumen extracto) y el porcentaje del extracto de P. gracile (entre 20 y 80%).  
Se utilizó la metodología de superficie de respuesta (RSM) para determinar la mejor 
combinación de variables de extracción que generen el máximo rendimiento de (I). Se 
evaluaron tres variables independientes (relación volumen solvente extractor (n-
hexano)/volumen extracto, concentración del extracto y tiempo) utilizando el diseño 
experimental de Box-Behnken (BB) (Zhang et al., 2014), con rendimiento de (I) por unidad 
de masa de extracto como variable de respuesta (Y). El rango de variables independientes, 
los niveles y sus valores codificados se muestran en la Tabla 2-1.  
 
Tabla 2-1: Rango de variables independiente del diseño BB 
Variables independientes 
Niveles 
Bajo Medio Alto 
X1 (relación volumen solvente extractor  
(n-hexano) / volumen extracto, ml/ml) 
0.25 2.12 4.00 
X2 (concentración de extracto, g/100 ml)*100 20.00 50.00 80.00 
X3 (tiempo, min) 15.00 97.50 180.00 
 
El diseño BB para esta optimización se realizó empleando el software STATGRAPHICS 
Centurión XV y consistió de 17 experimentos, lo cuales se presentan en la Tabla 2-2. Los 
26 Preparación y actividad antifúngica de derivados  
del 3,9-dimrtoxipterocarpano (Homopterocarpin)  
 
experimentos se realizaron en tubos de ensayo de tapa roscada. Se adicionó en ellos la 
cantidad necesaria de extracto seco de P. gracile y posteriormente se agregó el volumen 
suficiente de etanol-H2O (80:20) para alcanzar la concentración de extracto etanólico (X2). 
Seguidamente se incorporó en los tubos de ensayo el volumen de n-hexano suficiente para 
alcanzar la relación de volúmenes (X1). Finalmente, los tubos de ensayo se introdujeron 
en un equipo de ultrasonido ULTRAsonik Modelo 28 H de 160W y cada experimento se 
dejó el tiempo necesario (X3) de acuerdo con la Tabla 2-2.  
 
Tabla 2-2: Condiciones de experimentos para el diseño Box-Behnken. 
Experimento X1 X2 X3 
1 0.25 20 97.50 
2 0.25 80 97.50 
3 4.00 20 97.50 
4 4.00 80 97.50 
5 2.12 20 15.00 
6 2.12 80 15.00 
7 2.12 20 180.00 
8 2.12 80 180.00 
9 0.25 50 15.00 
10 4.00 50 15.00 
11 0.25 50 180.00 
12 4.00 50 180.00 
13 2.12 50 97.50 
14 2.12 50 97.50 
15 2.12 50 97.50 
16 2.12 50 97.50 
17 2.12 50 97.50 
X3= Tiempo (min); X2= Concentración extracto (g extracto/ml etanol)*100;  
X1= Relación (ml hexano/ml extracto) 
 
La determinación de la variable respuesta (Y) se realizó empleando HPLC con las 
mismas condiciones de operación y curva de calibración mencionadas 
anteriormente para determinar (I).  Para esto, inicialmente se tomó una alícuota de 
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la fase n-hexano al finalizar el tiempo (X3) de cada uno de los 17 experimentos, 
seguidamente se secó hasta obtener un residuo (RE) que posteriormente fue 
cuantificado. Se prepararon soluciones en 1000µL de metanol con alrededor de 5 
mg de cada (RE) y estas se hicieron pasar por papel filtro de 0.45 µm. 
Seguidamente se tomó 50 µL de cada una de las soluciones filtradas anteriores y 
se diluyeron con 950 µL de metanol grado HPLC para finalmente obtener las 
muestras para analizar. Como resultado se obtuvo la concentración  de (I) en cada 
muestra analizada y con los respectivos factores de dilución se determinó el 
contenido en mg de (I) por gramo de (RE) para cada experimento. Con los valores 
anteriores y teniendo en cuenta los volúmenes totales de la fase n-hexano de cada 
experimento (mg (RE)/g de extracto seca de P. gracile) se determina el contenido 
en mg de (I) por gramo de extracto seco de P. gracile (Y) para cada experimento 
realizado. 
2.3 Preparación de derivados y purificación 
Compuesto (II): 3,9-dimetoxi-8-nitropterocarpano 
El compuesto (I) (200 mg, 0.704 mmol) se disolvió con 4 mL de CH2Cl2 y se agregó 150 µL 
de una mezcla al 80% de HNO3 y 20 % de H2SO4. La reacción se llevó a cabo a -15°C 
durante 30 min con agitación constante. Al finalizar la reacción, se adicionó agua (50 mL) 
y se neutralizó con NaHCO3 sólido hasta pH neutro. La solución resultante se extrajo con 
CH2Cl2 (3x50 mL) y las fases orgánicas se reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro. El 
solvente se removió por evaporación rotatoria a presión reducida. El residuo obtenido se 
fraccionó por cromatografía de columna usando sílica gel empleando mezcla de n-
hexano/EtOAc en proporción 8:2. Finalmente se obtuvieron 45 mg (0.167 mmol, 
rendimiento 23.7%) de un sólido amorfo de color amarillo claro (II). 
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.44 (1H, d, J= 8.4, H-1), 8.01 (1H, 
s,  H-7), 6.70 (1H, dd, J= 8.4, 2.1, H-2), 6.57 (1H, s, H-10), 6.52 (1H, d, J=2.1, H-4), 5.74 
(1H, d, J=5.7, H-11a), 4.34 (1H, dd, J= 7.2, 4.3, H-6α), 3.97(3H, s, -OCH3), 3.84(3H, s, -
OCH3), 3.81-3.75 (2H, m, H-6β, H-6a). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 39.22 (C-6a), 55.46 (-
OCH3), 56.80 (-OCH3), 66.13 (C-6), 80.43 (C-11a), 95.46 (C-10), 101.77 (C-4), 109.72 (C-
2), 111.26 (C-11b), 119.24 (C-6b), 123.42 (C-7), 131.71 (C-1), 132.86 (C-8), 156.79 (C-
4a), 157.03 (C-9), 161.44 (C-3), 165.04 (C-10a). (Anexo B). 
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Compuesto (III): 3,9-dimetoxi-2,8,-dinitropterocarpano 
El compuesto (I) (200 mg, 0.704 mmol) se disolvió con 4 mL de CH2Cl2 y se agregó 1800 
µL de una mezcla al 80% de HNO3 y 20 % de H2SO4. La reacción se llevó a cabo a -15°C 
durante 2 h con agitación constante. Al finalizar la reacción, se adicionó agua (50 mL) y se 
neutralizó con NaHCO3 sólido hasta pH neutro. La solución resultante se extrajo con 
CH2Cl2 (3x50 mL) y las fases orgánicas se reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro. El 
solvente se removió por evaporación rotatoria a presión reducida. El residuo obtenido se 
fraccionó por cromatografía de columna usando sílica gel empleando mezcla de n-
hexano/EtOAc en proporción 7:3. Finalmente se obtuvieron 25 mg (0.067 mmol, 
rendimiento 9.51 %) de producto puro; un sólido amorfo de color amarillo-marrón (III).  
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 8.27 (1H, s, H-1), 8.03 (1H, s,  H-7), 
6.64 (1H, s, H-10), 6.60 (1H, s, H-4), 5.75 (1H, d, J=7.2, H-11a), 4.59 (1H, dd, J= 10.8, 4.2, 
H-6ec), 3.99(3H, s, -OCH3), 3.98(3H, s, -OCH3), 3.94-3.82 (2H, m, H-6ax, H-6a). 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3): δ 38.86 (C-6a), 56.79 (-OCH3), 56.90 (-OCH3), 66.16 (C-6), 78.70 (C-
11a), 95.79 (C-10), 102.00 (C-4), 111.13 (C-11b), 111.13 (C-6b), 123.42 (C-1), 130.04 (C-
7), 133.42 (C-2), 155.67 (C-9), 157.15 (C-3), 160.59 (C-4a), 164.54 (C-10a). (Anexo B). 
Compuesto (IV): 3,9-dimetoxi-2,8,10-trinitropterocarpano 
A una solución de (I) (200 mg, 0.704 mmol) y 4 mL de CH2Cl2 se agregaron 4600 µL de 
una mezcla al 80% de HNO3 y 20 % de H2SO4. La reacción se llevó a cabo a temperatura 
ambiente durante 4 h con agitación constante. Al finalizar la reacción, se adicionó agua (50 
mL) y se neutralizó con NaHCO3 sólido hasta pH neutro. La solución resultante se extrajo 
con CH2Cl2 (3x50 mL) y las fases orgánicas se reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro.  
Posteriormente el solvente se eliminó por evaporación rotatoria a presión reducida. El 
residuo resultante se fraccionó por cromatografía de columna con sílica gel empleando 
mezcla de n-hexano/EtOAc en proporción 6:4. Finalmente se obtuvieron 11 mg (0.027 
mmol, rendimiento 3.84%) de un sólido amorfo de color amarillo claro (IV).  
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 8.27 (1H, s, H-1), 8.14 (1H, s,  H-7), 
6.66 (1H, s, H-4), 5.99 (1H, d, J=6.9, H-11a), 4.51 (1H, dd, J= 8.7, 3.3, H-6ec), 4.09(3H, s, 
-OCH3), 4.07(3H, s, -OCH3), 4.04-3.97 (2H, m, H-6ax, H-6a). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 
39.26 (C-6a), 6.86 (-OCH3), 66.57 (C-6), 78.58 (C-11a), 96.95 (C-10), 103.70 (C-4), 106.4 
(C-8), 109.83 (C-2), 112.61 (C-11b), 119.15 (C-6b), 124.81 (C-7), 132.25 (C-1), 156.68 (C-
4a), 158.10 (C-3), 160.67 (C-10a), 161.13 (C-9). (Anexo B). 
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Compuesto (V): 2,8-diamino-3,9-dimetoxipterocarpano 
El compuesto (III) (200 mg, 0.704 mmol) se disolvió en 4 mL de EtOH con 2 g de SnCl2. La 
reacción se llevó a cabo a 45°C durante 12 h con agitación constante. Al finalizar la 
reacción se eliminó el solvente con roto evaporación y al residuo se le adicionó agua (50 
mL). La solución resultante se extrajo con CH2Cl2 (3x50 mL). Las fases orgánicas se 
reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro. Posteriormente el solvente se eliminó por 
evaporación rotatoria a presión reducida. El residuo resultante se fraccionó por 
cromatografía de columna con sílica gel empleando mezcla de n-hexano/EtOAc en 
proporción 6:4.  Se obtuvieron 5 mg (0.016 mmol, rendimiento 2.27%) de un sólido amorfo 
marrón claro (V). 
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 6.88 (1H, s, H-1), 6.70 (1H, s,  H-7), 
6.48 (1H, s, H-10), 6.46 (1H, s, H-4), 5.43 (1H, d, J=6.9, H-11a), 4.23 (1H, dd, J= 10.5, 4.8, 
H-6ec), 3.87 (3H, s, -OCH3), 3.85 (3H, s, -OCH3), 3.66-3.52 (2H, m, H-6ax, H-6a). 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3): δ 40.62 (C-6a), 55.61 (-OCH3), 55.78 (-OCH3),  66.86 (C-6), 78.07 (C-
11a), 94.70 (C-10), 99.77 (C-4), 111.46 (C-1), 112.77 (C-11b), 115.68 (C-7), 117.82 (C-
6b), 129.55 (C-8), 130.83 (C-2), 146.69 (C-9), 146.74 (C-3), 153.09 (C-4a), 156.58 (C-10a). 
(Anexo B). 
Compuesto (VI): 3,9-dimetoxicoumestano  
El compuesto (I) (200 mg, 0.704 mmol) disuelto en 25 mL de CH2Cl2 se trató con 60 mg de 
DDQ en agitación constante. La reacción se llevó a cabo temperatura ambiente durante 
12 h. Al finalizar la reacción se adicionó salmuera (50 mL) y la solución resultante se extrajo 
con CH2Cl2 (3x50 mL). Las fases orgánicas se reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro. 
Luego de decantar, el sobrenadante se concentró por evaporación rotatoria a presión 
reducida. El residuo obtenido se fraccionó por cromatografía de columna empleando 
mezcla de n-hexano/EtOAc en proporción 7:3. Finalmente, se obtuvieron 60 mg (0.160 
mmol, rendimiento 22.7%) de un sólido amorfo incoloro (VI). 
Señales características. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.99 (1H, d, J=8.4, H-1), 7.92 (1H, 
dd, J=8.1, 2.1, H-7), 7.091 (1H, dd, J=8.4, 2.2, H-2), 7.21 (1H, d, J=2.1, H-4), 7.04-7.00 
(2H, dd, J=8.4, 2.2 H-8), 7.04-6.73 (2H, dd, J=8.4, 2.2 H-10) 3.96 (3H, s, -OCH3), 3.95 (3H, 
s, -OCH3). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 55.87 (2x-OCH3), 96.86 (C-10), 101.44 (C-4), 
106.16 (C-6a), 113.09 (C-11b), 113.22 (C-8), 115.50 (C-6b), 116.67 (C-2), 121.66 (C-7), 
122.50 (C-50), 155.16 (C-4a), 156.50 (C-10a), 158.57 (C-6), 159.27 (C-11a), 160.13 (C-9), 
162.62 (C-3). (Anexo B). 
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Compuesto (VII): 9-metoxi-3-hidroxipterocarpano 
El compuesto (I) (200 mg, 0.704 mmol) disuelto en 5 mL de acetonitrilo, se trató con 100 
µL de HCl al 33%. La reacción se llevó a cabo a -15°C por 30 min con agitación constante. 
Al finalizar la reacción, se adicionó solución de NaHCO3 1M (50 mL) hasta neutralizar. El 
crudo de reacción fue extraído con CH2Cl2 (3x50 mL).  Las fases orgánicas se reunieron y 
secaron con Na2SO4 anhidro. Posteriormente, la mezcla se filtró y el solvente se eliminó 
por evaporación rotatoria a presión reducida. El residuo resultante se fraccionó por 
cromatografía de columna con sílica gel empleando mezcla de n-hexano/EtOAc en 
proporción 7:3. Finalmente, se obtuvieron 4 mg (0.015 mmol, rendimiento 2.13%) de un 
sólido cristalino incoloro (VII). 
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.44 (1H, d, J= 8.4, H-1), 7.18 (1H, 
d, J= 8.7, H-7), 6.59 (1H, dd, J= 8.4, 2.2, H-2), 6.52-6.46 (3H, m, H-10, H-8, H-4), 5.55 (1H, 
d, J=6.6, H-11a), 4.29 (1H, dd, J= 10.0, 4.5, H-6ec), 3.83(3H, s, -OCH3), 3.70-3.57 (2H, m, 
H-6ax, H-6a). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 39.50 (C-6a), 55.56 (-OCH3), 66.57 (C-6), 78.58 
(C-11a), 96.95 (C-10), 103.70 (C-4), 106.4 (C-8), 109.83 (C-2), 112.61 (C-11b), 119.15 (C-
6b), 124.81 (C-7), 132.25 (C-1), 156.68 (C-4a), 158.10 (C-3), 160.67 (C-10a), 161.13 (C-
9). Después de comparar los datos espectroscópicos con información de la literatura (Goel 
A., Kumar A., Raghuvanshi A., 2012) el compuesto fue confirmado como (6aS, 11aS)-3-
hidroxi-9-methoxipterocarpan (VII). (Anexo B). 
Compuesto (VIII): 2´-hidroxi-4-(2-hidroxietilsulfanil)-7,4´-dimetoxiisoflavano 
El compuesto (I) (200 mg, 0.70 mmol) disuelto en 10 mL de una mezcla 1:1 de CH2Cl2 y 
mercaptoetanol, HSCH2CH2OH, se trató con 60 mg de cloruro de aluminio, AlCl3, anhidro. 
La reacción se llevó a cabo con agitación constante y a temperatura ambiente durante 24 
h. Al finalizar la reacción, se adicionó agua (50 mL) y la mezcla resultante se extrajo con 
CH2Cl2 (3x50 mL). Las fases orgánicas se reunieron y secaron con Na2SO4 anhidro. 
Posteriormente la mezcla se decantó y el sobrenadante se concentró por evaporación 
rotatoria a presión reducida. El residuo resultante se fraccionó por cromatografía de 
columna con sílica gel empleando mezcla de n-hexano/EtOAc en proporción 1:1. 
Finalmente, se obtuvieron 95 mg (0.262 mmol, rendimiento 37.22%) de un aceite viscoso 
incoloro (VIII). 
Señales características: IR νmax cm-1: 3300, 300, 2925, 1612, 1580, 1500, 1430, 1205, 
1150, 1100, 1030, 825, 750. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.33 (1H, d, J=8.4,  H-5), 7.13 
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(1H, d, J=8.1, H-6´), 6.54 (1H, dd, J=8.4, 2.5, H-6), 6.45-6.41 (3H, m, H-8, H-5´-H-3´), 4.63 
(1H, dd, J=11.4, 3.4, H-2eq), 4.38 (1H, m, H-2ax), 4.23 (1H, d, J=5.1, H-4), 3.81- 3.765 
(8H, m, OCH3,OCH3, 2``) , 3.66 (1H, m, H-3), 2.93-2.77 (1H, m, H-1´´) . 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3): δ 33.61 (C-1´), 37.4 (C-3), 44.35 (C-4), 55.30 (2 x-OCH3), 61.37 (C-2´´), 66.86 (C-
2), 101.66 (C-8), 102.34 (C-5`), 105.93 (C-3`), 108.30 (C-6), 113.33 (C-4a), 119.74 (C-1`), 
128.53 (C-2`), 131.83 (C-5), 154.54 (C-6), 155.83 (C-8a), 159.53 (C-7), 159.82 (C-4`). 
(Anexo B). 
Compuesto (IX): 4-(2-hidroxietilsulfanil)-7,4´,2´-trimetoxiisoflavano 
El compuesto (VIII) (60 mg, 0.16 mmol) se trató con una mezcla (5 mL) de acetona (25 
mL)-K2CO3 (2 g) y 180 µL de yoduro de metilo, CH3I. La reacción se llevó a cabo a 
temperatura ambiente durante 24 h. Primero se agitó el K2CO3 en acetona por 30 minutos 
y después se adicionó (VIII) y se continuó agitando por 30 min más. Luego se adiciono 
CH3I y se continuó la agitación por 3 horas. Al finalizar la reacción se adicionó agua (50 
mL), y la mezcla se extrajo con CH2Cl2 (3x50 mL). Las fases orgánicas se reunieron y 
secaron con Na2SO4 anhidro. Luego de decantar, el sobrenadante se concentró por 
evaporación rotatoria a presión reducida. El residuo resultante se fraccionó por 
cromatografía de columna con sílica gel empleando mezcla de n-hexano/EtOAc en 
proporción 1:1. Finalmente, se obtuvieron 17 mg (0.045 mmol, rendimiento 28.13%) de un 
aceite viscoso incoloro (IX). 
Señales características: 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.29 (1H, d, J=8.4,  H-5),7.16 (1H, 
d, J=8.2, H-6´), 6.53 (1H, dd, J=8.5, 2.5, H-6), 6.42-6.39 (3H, m, H-8, H-5´-H-3´), 4.56 (1H, 
dd, J=11.4, 3.4, H-2eq), 4.40 (1H, m, H-2ax), 4.19 (1H, d, J=5.1, H-4), 3.88- 3.80 (11H, m, 
OCH3,OCH3, OCH3,  2``), 3.64 (1H, m, H-3), 3.06-2.79 (1H, m, H-1´´) . 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3): δ 34.29 (C-1´), 37.13 (C-3), 43.61 (C-4), 55.33 (3 x-OCH3), 60.88 (C-2´´), 66.12 (C-
2), 98.85 (C-8), 101.17 (C-3`), 104.15 (C-5`), 108.19 (C-6), 113.18 (C-4a), 121.11 (C-1`), 
128.30 (C-6`), 131.93 (C-5), 155.63 (C-6), 157.75 (C-8a), 159.88 (C-7), 159.88 (C-4`). 
(Anexo B). 
2.4 Evaluación de la actividad antifúngica. 
2.4.1 Inhibición del crecimiento radial. 
La inhibición del crecimiento radial se evaluó con la técnica de la placa perforada en medio 
de cultivo sólido PDA (papa, 20%; dextrosa, 2%; agar, 2%, Merck) envenenado, en cajas 
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Petri de 90 mm de diámetro. El compuesto (I) y los derivados (II-IX) se incorporaron a cinco 
concentraciones diferentes en el medio de cultivo (35.2, 88.0, 176.0, 352.0 y 704.0 µM). 
Posteriormente, las cajas Petri se inocularon en el centro con micelio circular (6 mm 
diámetro) de C. gloeosporioides con 7 días de crecimiento previo en PDA. La evaluación 
de la actividad se realizó midiendo el diámetro de crecimiento micelial del hongo, 
empleando una regla milimetrada, a intervalos de 24 horas durante 7 a 8 días 
aproximadamente para C. gloeosporiodes. Para C. lindemuthianum se empleó la técnica 
anterior, pero con medio de cultivo Agar-Avena (avena 2%; Agar-Agar 1.8%, Scharlau) y 
se realizaron las mediciones cada 48 horas en un tiempo de evaluación de 18 días. Los 
tratamientos se realizaron por triplicado para los dos hongos. 
Los resultados se presentaron en términos del crecimiento micelial (mm) y porcentajes de 
inhibición. Este porcentaje se determinó comparando los diámetros de crecimiento para 
cada tratamiento, control positivo (carbendazim y timol) y control solvente (DMSO 1%), con 
el control absoluto (Ver Ecuación 2.1). Esto con el fin de garantizar que los porcentajes de 
inhibición obtenidos son debidos al efecto neto de los compuestos en estudio. 
 
                    Ecuación (2.1) 
Dónde: %IC, Porcentaje de inhibición de crecimiento; DB: Crecimiento promedio del control 
absoluto; DT: Crecimiento promedio del tratamiento. 
2.4.2 Inhibición de la germinación. 
La actividad antifúngica de los derivados contra C. gloeosporioides se evalúo también a 
través del porcentaje de inhibición de la germinación. Inicialmente se recolectaron las 
esporas de C. gloeosporioides desde un cultivo en caja Petri de 9.0 cm de diámetro con 
medio PDA y 7 días de incubación.  Para esto se adicionaron 20 ml de agua estéril y se 
realizó un barrido repetitivo con hisopo de algodón estéril, para solubilizar el mayor número 
de esporas. La solución de micelio y esporas se filtró con gaza estéril y se diluyó con agua 
tipo 1 hasta alcanzar una concentración de 3x105 esporas/ml. Posteriormente, en tubos de 
microcentrífuga marca Eppendorf de 2 ml, se adicionó 1 ml de la solución de esporas 
seguido del compuesto a evaluar disuelto en 15 µL de DMSO y 0.5 ml de PDA al 9% 









alcanzó una concentración de 3% de PDA y 1% de DMSO la cual no inhibe el crecimiento 
de las esporas según la curva de germinación de esporas a diferentes concentraciones de 
DMSO (Figura 2-1). 
Los derivados se incorporaron en cantidades que garantizaran concentraciones de 35.2, 
88.0, 176.0, 352.0 y 704.0 µM. Finalmente, la evaluación del porcentaje de inhibición de la 
germinación (%IG) se realizó midiendo a intervalos de 8 y 24 horas, el número de esporas 
germinadas o que desarrollen una dimensión del tubo germinativo mayor al doble del radio 
de la espora. Los resultados se presentan en términos de porcentajes de inhibición, al 
comparar los tratamientos con el control absoluto (Ver Ecuación 2.2). Esto con el fin de 
garantizar que los porcentajes de inhibición obtenidos son debidos al efecto neto de los 
compuestos en estudio. 
                          Ecuación    (2.2) 
Dónde: %IC, Porcentaje de inhibición de la germinación; DB: número promedio de esporas 
germinadas en el control absoluto; DT: número promedio de esporas germinadas en el 
tratamiento. 
Figura 2-1: Germinación de  esporas de C. gloeosporioides en PDA 3% y 2x105 
esporas/mL a diferentes concentraciones de DMSO. Experimento realizado en tubos de 
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2.4.3 Crecimiento de C. gloeosporioides en frutos de C. papaya y 
M. indica.  
Se adquirieron frutos de papaya (C. papaya L. cv. Hawaiana) y Mango (Mangifera indica 
L. cv. Hilacha) en un mercado local (3 frutos por tratamiento) con índice de maduración 4 
(Villadiego et al., 2016), con tamaño y color uniforme, libres de daños físicos e infecciones 
fúngicas. Los frutos se sometieron a un lavado con agua destilada, seguido por 
desinfección con hipoclorito de sodio (1%) y secado a temperatura ambiente. A 
continuación, en la parte media de la fruta se realizó una incisión de 6 mm de diámetro y 2 
mm de profundidad con un punzón estéril de acero. En este agujero se ubicó micelio de C. 
gloeosporioides con las mismas dimensiones y provenientes de un cultivo en caja Petri en 
medio PDA con siete días de antigüedad. Los frutos se almacenaron por doce horas en 
recipientes plásticos sellados con una humedad relativa del 75% obtenida con solución 
saturada de NaCl. Pasadas 12 horas, los frutos se impregnaron con una dosis del derivado 
más promisorio y los controles positivos al 1% en EtOH, empleando una brocha fina. 
Finalmente se volvieron a almacenar en los recipientes plásticos. Todos los experimentos 
fueron realizados por triplicado (Pineda et al., 2012). Se usaron como controles positivos 
el fungicida comercial carbendazim y el metabolito bioactivo timol, el cual ha sido reportado 
por tener una fuerte actividad antifúngica contra Colletotrichum acutatum (Numpaque et 
al., 2011). Los frutos se almacenaron en recipientes plásticos a temperatura ambiente (24 
± 2ºC). La incidencia se evaluó midiendo el diámetro (en mm) de la infección causada por 
el hongo a los 7 días para papaya y 15 días para mango.   
 
 
3. Resultados y discusión. 
3.1 Obtención a escala analítica, identificación y 
cuantificación de (I). 
A partir de la extracción por percolación del aserrín de P. gracile (783 g) con n-hexano, 
CH2Cl2 y ETOAc se obtuvieron 15.6, 25.1 y 68.3 g de extracto respectivamente. El análisis 
por HPLC de los tres extractos mostró la presencia de tres picos mayoritarios. En el 
extracto de n-hexano se encontraron dos picos con tiempos de retención (tR) a 23.41 y 
44.59 minutos (Figura 3-1). Los perfiles cromatográficos de los extractos de CH2Cl2 y 
ETOAc mostraron picos similares, pero con menor intensidad (Anexo A). Los tres 
compuestos mayoritarios se purificaron por técnicas cromatográficas y se identificaron por 
métodos espectroscópicos.  
Figura 3-1: Cromatograma del extracto de n-hexano. 
 
 
Luego de múltiples cromatografías de columna, el compuesto menos polar y más 
abundante del extracto en n-hexano se obtuvo como un sólido cristalino blanco. La fórmula 
molecular, según el espectro de masas M+ = 284 (100) uma, fue C17H16O4. Este compuesto 
presentó señales para seis protones aromáticos y el patrón característico de los protones 
H-6, H-6a y H-11a de los pterocarpanos (Figura 3-2). El espectro de 1H NMR, muestra la 
presencia de cuatro protones alifáticos a δH 5.56 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-11a), 4.29 (1H, dd, 
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J = 11.0 y 4.8 Hz, H-6α), 3.68 (1H, t, J = 11.0 Hz, H-6β) y 3.61-3.54 (1H, m, H-6a), 
sugiriendo un patrón ABMX típico del sistema heterocíclico de un pterocarpano 
(Tjahjandarie & Tanjung, 2015). Además, a campo bajo, se observan dos sistemas ABX; 
uno formado por las señales a δH 7.48 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-1), 6.70 (1H, dd, J = 8.5 y 2.0 
Hz, H-2) y 6.53-6.49 (1H, m, H-4), y otro formado por δH 7.18 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7) y 
6.53-6.49 (2H, m, H-8 y H-10) indicando la presencia de un pterocarpano disustituido. 
Adicionalmente, el espectro de 1H NMR muestra señales características atribuidas a 2 
grupos metoxilo con δH 3.82 (3H, s, -OCH3) y 3.84 ppm (3H, s, -OCH3).  
El espectro de 13C NMR muestra 17 señales consistente con un pterocarpano 
dimetoxilado. Basado en los espectros de 1H y 13C NMR, se ubicaron los metoxilos en la 
posiciones C-3 y C-9. Las asignaciones fueron confirmadas empleando espectros JMOD, 
DEPT 135, COSY, HSQC y HMBC (Anexo B). A partir del análisis anterior y comparación 
con datos espectroscópicos reportados en la literatura (Maekawa & Kitao, 1970), se 
confirmó el compuesto como 3, 9-dimetoxipterocarpano (homopterocarpina). La rotación 
óptica (+) de la homopterocarpina sugiere una configuración absoluta (6aS, 11aS) (Goel 
et al., 2012; Veloso et al., 2012). Por lo tanto, el compuesto corresponde al (+) (6aS, 11aS)-
3,9-dimetoxipterocarpano (I) (Figura 3-2). 
 
Figura 3-2: Estructura de 3,9-dimetoxipterocarpano (I). 
 
 
La pureza del compuesto (I) se estableció por HPLC (>90%) (Figura 3-3, pico I) y 
posteriormente se determinó la ecuación de la curva de calibración para la cuantificación, 
que correspondió con y = 4.36*10-08 x - 1.10*10-03  (R2 = 0.99). De esta forma, se determinó 
una concentración de 191.2 mg/g en el extracto de n-hexano y un porcentaje en el aserrín 
de 0.39%. Según los perfiles cromatográficos (Anexo A), la mayor concentración de (I) se 
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Figura 3-3: Cromatograma del 3,9-dimetoxipterocarpano (I). 
 
3.2 Obtención a escala preparativa. 
Una vez purificado e identificado el compuesto (I), se llevó a cabo un proceso de 
optimización de la extracción a partir de residuos de P. gracile, con el fin de obtener de 
manera rápida y fácil (sin el uso de varias columnas cromatográficas) una cantidad 
abundante de materia prima para la preparación de los derivados. El rendimiento de la 
extracción de (I) (Y) para los 17 experimentos se presenta en la Tabla 3-1. En general, el 
rendimiento de la extracción de (I) osciló entre 0.04 y 1.67 mg/g de extracto seco de P. 
gracile.  
A partir del análisis de los experimentos (Tabla 3-1) y la metodología de superficie de 
respuesta (RSM) con el diseño experimental BB, se tiene que el rendimiento de la 
extracción observado (Y) para el compuesto (I) puede expresarse utilizando la siguiente 
ecuación polinómica secundaria en términos de las variables X1, X2 y X3: 
 
Y=0.32716 – 0.67309X1 – 0.00106X3 + 0.00008X2X3 – 0.13958(X1)2 + 0.00154X1X3 
 
La calidad del modelo se midió a través del análisis de varianza (ANOVA). Los valores p 
se usaron para determinar la significancia de cada variable independiente (X1, X2, X3) y la 
fuerza de interacción entre ellas. Cuanto menor sea el valor p, más significativas serán las 
variables correspondientes. El resultado de ANOVA mostrado en la Tabla 3-2 reveló que 
los términos de primer orden de las variables independientes (X1 y X3), el término 
cuadrático (X1)2, junto con la interacción de términos (X2X3, X1X3) afectaron 
significativamente el rendimiento de la extracción (Y) del compuesto (I) con valores de p 
muy pequeños (p <0.05). Los otros parámetros del modelo (X2, X2X2, X2X1, X3X3) 
38 Preparación y actividad antifúngica de derivados  
del 3,9-dimrtoxipterocarpano (Homopterocarpin) 
 
presentaron efectos no significtivos (p>0.05). Por lo tanto, se eliminaron de la ecuación por 
no contribuir al ajuste adecuado del modelo. 
Tabla 3-1: Resultados del rendimiento obtenidos en los experimentos. 
Experimento X1 X2 X3 Y 
1 0.25 20 97.5 0.04 
2 0.25 80 97.5 0.09 
3 4.00 20 97.5 1.18 
4 4.00 80 97.5 1.67 
5 2.12 20 15.0 1.08 
6 2.12 80 15.0 0.65 
7 2.12 20 180.0 1.22 
8 2.12 80 180.0 1.58 
9 0.25 50 15.0 0.04 
10 4.00 50 15.0 0.67 
11 0.25 50 180.0 0.07 
12 4.00 50 180.0 1.65 
13 2.12 50 97.5 1.18 
14 2.12 50 97.5 1.20 
15 2.12 50 97.5 1.18 
16 2.12 50 97.5 1.22 
17 2.12 50 97.5 1.24 
 
X1= Relación volumen solvente extractor (n-hexano) – volumen extracto, ml/ml; X2= Concentración 
extracto (g extracto/ml etanol)*100; X3= Tiempo (min) 
 
Tabla 3-2: Análisis de variancia para el rendimiento de la extracción de (I), Y. 
Variable SC GL ECM Valor F Valor P 
X1 3.04 1 3.04 257.99 0.00* 
X2 0.03 1 0.03 2.46 0.16 
X3 0.54 1 0.54 45.98 0,00* 
X2X2 0.00 1 0.00 0.36 0,56 
X2X1 0.05 1 0.05 4.17 0,08 
X2X3 0.16 1 0.16 13.27 0,00* 
X1X1 1.01 1 1.01 85.91 0.00* 
X1X3 0.23 1 0.23 19.33 0,00* 
X3X3 0.05 1 0.05 4.06 0,08 
*fueron significantes con P<0.05; SC = suma de cuadrados; GL= grados de libertad; ECM= error 
cuadrático medio. 
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R2 se usó como una herramienta para probar la bondad de ajuste de la ecuación de 
regresión. El coeficiente de correlación (R2 = 0.984) del modelo mostró que solo el 1.6% 
de la variación total no se explicó en este modelo, lo que demuestra su validez. Además, 
el coeficiente de correlación ajustado (R2Adj = 0.964) también confirmó que el modelo tiene 
un buen ajuste y es altamente significativo para la ecuación de regresión propuesta. El 
error estándar de la estimación muestra que la desviación estándar de los residuos es de 
0.11 y el error absoluto medio (MAE) de 0.057. Estos valores bajos de error, confirman un 
alto grado de fiabilidad entre los datos observados y predichos.  
La gráfica del contorno bidimensional y tridimensional de la interacción entre X3 y X1, con 
X2 fija en 50% se muestra en la Figura 3-4. Este resultado indica que estas dos variables 
provocaron un efecto significativo sobre el rendimiento de (I). El rendimiento de (I) mejoró 
rápidamente al aumentar el tiempo (X3) y la relación de volúmenes (X1). Lo anterior sugiere 
que el tiempo y la relación de volúmenes apropiada para obtener rendimientos altos es 
próxima a los valores máximos evaluados. De este gráfico deducimos que se obtienen 
mayores rendimientos con un tiempo prolongado y relación de volúmenes alta. 
 
Figura 3-4: Superficie de respuesta y contorno estimado con X2 = 50% para X1 y X3. 
 
La gráfica del contorno bidimensional y tridimensional de la relación de interacción entre el 
porcentaje del extracto (X2) y la relación de volúmenes (X1) con el tiempo (X3) fijo en 97.5 
min se muestra en la Figura 3-5. La gráfica del contorno bidimensional indicó que X1 a 
diferencia de X2 provocó un efecto significativo sobre el rendimiento de la extracción de (I). 
El rendimiento mejoró considerablemente al aumentar la relación de volúmenes (X1), lo 
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extracción es próxima a los niveles máximos evaluados. De este gráfico deducimos 
nuevamente que se obtuvieron mayores rendimientos con relaciones de volúmenes altas. 
 
Al analizar el efecto de las condiciones de extracción sobre el rendimiento de (I), se 
encontraron cambios sustancialmente con la variación de X3 y X1 principalmente. La 
ecuación del modelo experimental se empleó para predecir el máximo rendimiento de 
extracción de (I) de P. gracile. Este modelo reveló que las condiciones óptimas para el 
máximo rendimiento son las siguientes: Tiempo de 179.4 min, concentración de extracto 
de 80% y una relación entre el volumen de n-hexano y el volumen de extracto de 4. El 
modelo para estas condiciones predijo un valor de respuesta máximo de 2.12 mg de (I)/ g 
de extracto seco de P. gracile. 
El rendimiento máximo previsto y el rendimiento experimental de (I) se presentan en la 
Tabla 3-3. La buena correlación entre estos resultados confirmó que el modelo de 
superficie de respuesta fue adecuado. 
 
Figura 3-5: Superficie de respuesta y contorno estimado con X3 = 97.5 min para X2 y 
X1. 
 
Tabla 3-3: Análisis de variancia para el rendimiento de la extracción de (I), Y. 
  Y 
Valor de modelo 2.12 
Valor experimental 2.22 ±0.09 
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De forma global el proceso de optimación realizado presenta de manera modesta 
información exploratoria importante para la obtención de (I) a partir de residuos de P. 
gracile. En general se sugiere que para obtener mayor cantidad  de (I)  por medio de  
extracción L-L asistida por ultrasonido del extracto etanólico de P. gracile  es necesario 
emplear periodos prolongados de extracción y un alta proporción de volumen de n-hexano. 
De esta forma se logra un extracto rico en (I) que se separa empleando una sola columna 
de sílica gel 60, Figura 3-6.  
 
Figura 3-6: Experimento de extracción L-L antes (A) y después (B) de ser sometido a 
ultrasonido. Perfil en TLC de extracto obtenido en las condiciones óptimas de extracción  
(C) y de (I) purificado posteriormente por cromatografía de columna (D).   
   
 
Además y no menos importante, emplear la extracción L-L asistida por ultrasonido brindo 
la posibilidad de ahorrar tiempo y recursos. En la metodología analítica utilizada 
inicialmente se hizo necesario emplear grandes cantidades de materiales como sílica gel 
60 y Sephadex LH20 y demando varios días. Cabe resaltar que este proceso de 
optimización fue de vital importancia al momento de establecer las condiciones óptimas 
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3.3 Preparación de derivados y purificación. 
A partir de (I) se generaron 8 compuestos. Estos se presentan esquemáticamente en la 
Figura 3-7.  




Los compuestos (II), (III) y (IV) se obtuvieron por sustitución electrofílica aromática (SEAr) 
con ion nitronio como electrófilo, proveniente de una mezcla de ácido nítrico y ácido 
sulfúrico (Figura 3-7). Esta sustitución es favorecida en las posiciones orto respecto a los 
sustituyentes metoxilo debido a su naturaleza electrón-donadora, lo cual aumenta la 
densidad electrónica en dichas posiciones. Por lo anterior, además de C-8, también se 
encuentran enriquecidas en densidad electrónica las posiciones C-10, C-2 y C-4 del 
compuesto (I). Para obtener los derivados nitrados (II), (III) y (IV) se realizó un control 
estequiométrico de la mezcla reactiva y seguimiento riguroso por TLC. 
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3.3.1 Compuesto (II): 3,9-dimetoxi-8-nitropterocarpano. 
Este compuesto se generó por nitración en la posición C-8, a través de la reacción de (I) 
con la mezcla de ácido nítrico con 20% de ácido sulfúrico (150 µL). La formación del 
producto mononitrado (II) indica que la posición C-8 es la más favorecida para la sustitución 
electrofílica en (I). El espectro de 1H RMN de (II) presentó señales para cinco protones 
aromáticos y el sistema ABMX correspondiente a H-6, H-6a y H-11a característico de los 
pterocarpanos (Anexo B). A campo bajo, se observó un sistema ABX con δH 7.44 (1H, d, 
J = 8.4 Hz, H-1), 6.70 (1H, dd, J = 8.4 y 2.1 Hz, H-2) y 6.52 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-4). Dos 
señales singlete a δH 8.01 (1H, s, H-7) y 6.57 (1H, s, H-10) indican la presencia de un anillo 
con dos protones aromáticos en posición relativa para. Además, el espectro de 1H NMR 
muestra señales características atribuidas a 2 metoxilos con δH 3.97 (3H, s, -OCH3) y 3.84 
(3H, s, -OCH3).  
Al comparar los espectros de los compuestos (I) y (II) se observó que la inserción del grupo 
nitro ocasionó un fuerte desplazamiento del protón H-7 [de δH 7.18 en (I) a 8.01 en (II)], 
mientras que los protones H-1, H-2 y H-4 no mostraron cambios drásticos en el 
desplazamiento químico; lo anterior sugiere que el grupo nitro se enlazó a la posición C-8, 
lo que explicaría estas variaciones en el desplazamiento químico y las multiplicidades de 
los protones cercanos. El espectro de 13C NMR mostró 17 señales, consistente con un 
pterocarpano dimetoxilado; una de las cuales C-8 cambió notablemente en su 
desplazamiento químico al comparar los espectros de los compuestos (I) y (II) de δC 106.4 
(CH) en (I) a 132.5 (C cuaternario) en (II)]; lo anterior confirma la inserción del grupo nitro 
en C-8. Las asignaciones se confirmaron empleando espectros COSY y HSQC (Anexo A).  
Figura 3-8: Estructura de 3,9-dimetoxi-8-nitropterocarpano (II). 
 
3.3.2 Compuesto (III): 3,9-dimetoxi-2,8,-dinitropterocarpano. 
Este compuesto se generó por nitración consecutiva en las posiciones C-8 y C-2 de (I) con 
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derivado dinitrado (III) se realizó un control estequiométrico y seguimiento continuo con 
TLC. El espectro de 1H RMN de (III) presentó señales para cuatro protones aromáticos y 
el sistema ABMX correspondiente a H-6, H-6a y H-11a característico de los pterocarpanos 
(Anexo B). A campo bajo, el espectro muestra la presencia de cuatro singletes, 
correspondientes a los protones en C-1, C-4, C-7 y C-10; en δH 6.60 (1H, s, H-4), 6.63 (1H, 
s, H-10), 8.03 (1H, s, H-7) y 8.27 (1H, s, H-1). Lo anterior sugiere un pterocarpano tetra-
sustituido. En el espectro también se visualizan los dos grupos metoxilo con δH 3.98 (3H, 
s, -CH3) y 3.99 (3H, s, -CH3). El espectro 13C NMR mostró 17 señales, consistente con un 
pterocarpano dimetoxilado. Basado en los espectros de 1H y 13C NMR, se ubicaron los 
metoxilos en la posición C-3 y C-9 y los dos grupos nitro en C-8 y C-2. Las asignaciones 
fueron confirmadas empleando espectros COSY y HSQC (Anexo B).  
 
Figura 3-9: Estructura de 3,9-dimetoxi-2,8-dinitropterocanpano (III). 
 
 
3.3.3 Compuesto (IV): 3,9-dimetoxi-2,8,10-trinitropterocarpano. 
Este compuesto se generó por nitración consecutiva en las posiciones C-8, C-2 y C-10 de 
(I) por reacción con la mezcla de ácido nítrico con 20% de ácido sulfúrico (2850 µL). El 
espectro de 1H RMN del derivado trinitrado (IV) presentó señales para tres protones 
aromáticos y el sistema ABMX correspondiente a H-6, H 6a y H-11a característico de los 
pterocarpanos (Anexo A). A campo bajo se aprecian tres singletes δH 6.66 (1H, s, H-4), 
8.14 (1H, s, H-7) y 8.27 (1H, s, H-1) indicando la presencia de un pterocarpano penta-
sustituido. Además, se observan los singletes correspondientes a los dos grupos metoxilo 
a δH 4.09 (3H, s) y 4.07 (3H, s). Basado en los espectros de 1H y 13C RMN, se ubicaron los 
dos grupos metoxilos en las posiciones C-3 y C-9 y los tres grupos nitro en C-8, C-2 y C-
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Figura 3-10: Estructura de 3,9-dimetoxi-4,8,10-trinitropterocarpano (IV). 
 
3.3.4 Compuesto (V): 4,10-diamino-3,9-dimetoxipterocarpano. 
Este compuesto se generó por reducción de los grupos nitro en posición C-8 y C-2 de (III) 
empleando SnCl2 y etanol como solvente. El espectro de 1H RMN mostró señales para 
cuatro protones aromáticos y el sistema ABMX correspondiente a H-6, H-6a y H-11a 
característico de los pterocarpanos. A campos bajos se observaron cuatro señales singlete 
a δH 6.88(1H, s, H-1), 6.46 (1H, s, H-4), 6.70 (1H, s, H-7) y 6.48 (1H, s, H-10), indicando la 
presencia de un pterocarpano tetra-sustituido. A campos altos, además de la presencia del 
sistema ABMX se observan los singletes correspondientes a los dos grupos metoxilo, δH 
3.86 (3H, s) y 3.84 (3H, s). Una comparación entre los espectros de 1H RMN de (V) y el 
reactivo de partida (III) permite observar que la reducción de los grupos nitro ocasiona un 
desplazamiento fuerte de las señales singlete correspondiente a H-1 y H-7, pasando de δH 
8.27 y 8.15 en (III) a 6.88 y 6.70 en (V). Este desplazamiento a campo alto de H-1 y H-7, 
como resultado de la reducción de los grupos nitro, concuerda con el carácter electrón-
donador de los grupos amino y el incremento en la densidad electrónica en las posiciones 
relativas orto. El espectro de 13C NMR muestra 17 señales consistentes con un 
pterocarpano dimetoxilado. Basado en los espectros de 1H y 13C NMR, se ubicaron los 
metoxilos en la posición C-3 y C-9 y los grupos amino en las posiciones C-8 y C-2. Las 
asignaciones se confirmaron empleando espectros COSY y HSQC (Anexo B). 
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3.3.5 Compuesto (VI): 3,9-dimetoxicoumestano. 
Este compuesto, de geometría plana, se generó por oxidación de (I) con DDQ (2,3-Dicloro-
5,6-Diciano-1,4-Benzoquinona). Una comparación entre los espectros de 1H RMN del 
reactivo de partida (I) y el producto (VI), permite observar la desaparición del sistema 
ABMX característico de los pterocarpanos. Lo anterior sugiere que, como resultado de la 
oxidación de (I), se ha formado un nuevo núcleo estructural, un cumestano. Esto se 
confirma por la presencia en el espectro de 13C RMN de una señal a δC 162.6, 
correspondiente al grupo carbonilo de una lactona (un éster cíclico). Además, el espectro 
de 1H RMN de (VI) mostró la presencia de seis protones aromáticos, en dos sistemas ABX 
con δH 7.99 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-1), 7.09 (1H, dd, J = 8.4 y 2.2 Hz, H-2) y 7.21 (1H, d, J = 
2.2 Hz, H-4), y con δH 7.92 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 7.04-7.00 (1H, d, J = 8.5 Hz y 2.0 Hz, 
H-8) y 7.04-7.00 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-10) indicando la presencia de un cumestano di-
sustituido. Adicionalmente, el espectro de 1H RMN mostró un singlete a campos más altos 
que integra para seis hidrógenos, y corresponde a los dos grupos metoxilo en δH 3.96 (6H, 
s, 2x-OCH3). El espectro de 13C NMR mostró 17 señales consistente con un cumestano 
dimetoxilado. Las asignaciones se confirmaron empleando espectros JMOD, DEPT 135, 
COSY, HSQC y HMBC (Anexo B). 
 
Figura 3-12: Estructura de 3,9-dimetoxicumestano (VI). 
 
3.3.6 Compuesto (VII): 9-metoxi-3-hidroxipterocarpano. 
Este compuesto se generó por desmetilación en ácido fuerte y se obtuvo un sólido 
cristalino incoloro. El espectro de 1H RMN mostró la presencia a campo alto de cuatro 
protones alifáticos, sugiriendo el sistema ABMX característico de los pterocarpanos. 
Además, se observaron señales a campo bajo para seis protones aromáticos 
correspondientes a dos sistemas ABX, uno a δH 7.44 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-1), 6.59 (1H, 
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Hz, H-7) y 6.52-6.46 (2H, m, H-8 y H-10), indicando un pterocarpano di-sustituido. 
Adicionalmente, el espectro de 1H RMN mostró un singlete a campo alto [δH 3.83 (3H, s, -
OCH3)] para un grupo metoxilo. El espectro de 13C RMN presentó 16 señales, consistente 
con un pterocarpano metoxilado. El análisis de correlación a larga distancia (HMBC) reveló 
que tanto los hidrógenos del grupo metoxilo (δH 3.83) como los de H-7 (δH 7.18) se 
encuentran a larga distancia del carbono C-9 (δC 161.1). Basado en lo anterior, el grupo 
metoxilo se ubicó en la posicion C-9. Las asignaciones fueron confirmadas empleando 
espectros JMOD, DEPT 135, COSY, HSQC y HMBC (Anexo B). 
 
Figura 3-13: Estructura de 9-metoxi-3-hidroxipterocarpano (VII). 
 
3.3.7 Compuesto (VIII): 6’-hidroxi-4-(2-hidroxietilsulfanil)-7,4’-
dimetoxiisoflavano. 
Este compuesto se generó por ruptura del enlace entre el oxígeno y el C-11a del 
compuesto (I) y adición de un grupo hidroxietilsulfanil en la posición C-4 empleando 2-
mercaptoetanol y AlCl3. El espectro de 1H NMR, mostró la presencia de cuatro protones 
alifáticos (H-2, H-3 y H-4) y seis aromáticos. A campos medios se observó un sistema 
ABMX constituido por los cuatro protones alifáticos a δH 3.66 (1H, m, H-3), 4.23 (1H, d, 
J=5.1, H-4), 4.63 (1H, dd, J=11.4, 3.4, H-2eq) y 4.38 (1H, m, H-2ax). A campos bajos se 
detectaron seis protones aromáticos sugiriendo dos sistemas AMX a δH 7.33 (1H, d, J = 
8.4,  H-5), 6.54 (1H, dd, J = 8.4, 2.5, H-6), 6.43 (1H, d, J = 2.5, H-8) y otro a 7.13 (1H, d, J 
= 8.1, H-6’), 6.42 (1H, d, J = 2.2, H-3’), 6.43 (1H, dd, J = 8.1, 2.2, H-5’), indicando la 
presencia de un isoflavano tetra-sustituido. Además, el espectro de 1H RMN presentó 
señales a campos altos para cuatro protones alifáticos a δH 3.82 (2H, m, H-2’’) y δ 2.83 
(2H, m, H-1’’) sugiriendo la presencia del sustituyente hidroxietilsulfanil. Finalmente, se 
aprecian dos señales singlete a δH 3.81 (3H, s) y 3.76 (3H, s) atribuidas a dos grupos 
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3.3.8 Compuesto (IX): 4-(2´´-hidroxietilsulfanil)-7,4´,2´-
trimetoxiisoflavano. 
Este compuesto se generó por metilación del grupo hidroxilo de la posición C-2’ del 
compuesto (VIII), empleando CH3I y K2CO3 en acetona como solvente. El espectro de 1H 
NMR mostró la presencia de seis protones aromáticos y diecisiete protones alifáticos. A 
campos medios, se observó un sistema ABMX correspondiente a los hidrógenos H-2, H-3 
y H-4 a δH 3.64 (1H, m, H-3), 4.19 (1H, d, J = 5.1, H-4), 4.56 (1H, dd, J = 11.4, 3.4, H-2eq) 
y 4.40 (1H, m, H-2ax). A campos bajos se observaron señales para seis protones 
aromáticos, distribuidos en dos sistemas ABX a δH 7.29 (1H, d, J = 8.4,  H-5), 6.53 (1H, dd, 
J = 8.4, 2.5, H-6), 6.42 (1H, d, J = 2.5, H-8) y a 7.15 (1H, d, J = 8.5, H-6’), 6.50 (1H, d, J = 
2.2, H-3’), 6.39 (1H, dd, J = 8.5, 2.2, H-5’), indicando la presencia de un isoflavano tetra-
sustituido (Anexo B). A campos altos, además de los tres grupos metoxilo a δH 3.80 (9H, 
s), se observaron señales de hidrógenos alifáticos a δH 3.88 (2H, m, H-2’’) y 2.91 (2H, m, 
H-1’’). Por las condiciones de la reacción, se sugiere que la metilación se llevó a cabo en 
el grupo hidroxilo fenólico (más ácido). Además, si se comparan los espectros del 
compuesto de partida (VIII) y el producto de reacción (IX), se observa que los protones H-
1’’y H2’’ no presentan diferencias en los desplazamientos químicos como resultado de la 
reacción, mientras que H-3’ si se desplazó a campos más bajos. Estos cambios resultan 
del efecto de desapantallamiento sobre el anillo aromático como resultado de la metilación 
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3.4 Actividad antifúngica de los derivados obtenidos. 
3.4.1 Actividad Antifúngica Contra C. lindemuthianum. 
Previo a la evaluación del efecto inhibitorio de los derivados de (I) contra el hongo C. 
lindemuthianum, se llevó a cabo un estudio del efecto del solvente (dimetilsulfóxido, 
DMSO) usado para disolver los derivados, sobre el crecimiento micelial. Los resultados de 
toxicidad a cuatro niveles (0.11, 0.22, 0.44 y 0.88%) indican que concentraciones de DMSO 
inferiores a 0.22% no influyen significativamente (P < 0.05) en el crecimiento de C. 
lindemuthianum. Estas concentraciones presentaron porcentajes de inhibición inferiores al 
5% durante el periodo de evaluación (Figura 3-16). Por esta razón los bioensayos 
posteriores emplean DMSO para disolver los derivados, que posteriormente se 
incorporaron al medio de cultivo PDA alcanzando una concentración de 0.22%. 
Posteriormente se evaluó la actividad antifúngica del compuesto (I) y los controles 
positivos, timol (2-Isopropil-5-metilfenol) y carbendazim (metilbenzimidazol-2-il 
carbamato). Los valores de crecimiento micelial e inhibición del crecimiento para el 
compuesto (I) se reportan en la Figura 3-17 A y B, respectivamente. Los resultados indican 
que todas las concentraciones evaluadas inhiben significativamente el crecimiento del 
hongo. En general, el crecimiento micelial fue dependiente de la concentración. No 
obstante, el compuesto (I) exhibió una acción moderada sobre C. lindemuthianum. 
Particularmente, a la concentración máxima evaluada (704 µM), se presentaron valores de 
inhibición entre 41 y 32% después de 96 horas y con una leve tendencia de disminución. 
La inhibición máxima de 67% se alcanzó sólo en las primeras 48 horas y decayó 
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Figura 3-16: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del DMSO contra C. 
lindemuthianum. 
       
Figura 3-17: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) de 3,9-
dimetoxipterocarpano (I) contra C. lindemuthianum. 
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Los controles positivos timol y carbendazim presentaron una actividad antifúngica fuerte 
contra C. lindemuthianum, afectando de forma considerable el crecimiento micelial. En 
general, la inhibición del crecimiento micelial fue dependiente de la concentración del 
compuesto. Timol a concentraciones superiores a 88 µM inhibió más del 50% del 
crecimiento; esta inhibición decreció moderadamente con el tiempo (Figura 3-18 A y B). Es 
de resaltar que a contracciones de 352 y 704 µM, el timol inhibió el crecimiento por 
completo y de forma constante durante el período de evaluación. En comparación con (I), 
timol a las mismas concentraciones presentó mayor afectación en el crecimiento de C. 
lindemuthianum.  
El timol es un reconocido compuesto antifúngico aislado de tomillo (Thymus vulgaris) que 
ha sido reportado por tener actividad contra especies del género Colletotrichum 
(Numpaque et al., 2011). Se ha propuesto que la actividad del timol se relaciona con la 
presencia del grupo hidroxilo fenólico y la hidrofobicidad impartida por las cadenas 
alquílicas, que mejoran la permeabilidad a través de la membrana lipídica (Ultee et al., 
2002). Algunos estudios proponen que la presencia de grupos hidroxilos libres es esencial 
para la actividad antimicrobiana de algunos compuestos como timol. Estos consiguen 
insertarse en la membrana citoplasmática, cambiando las propiedades físico-químicas y 
afectando la estabilidad de la bicapa, lo que resulta en un incremento del flujo pasivo de 
protones a través de la membrana (Xu et al., 2008; Ultee et al., 2002). El control positivo 
carbendazim, presento 100% de inhibición del crecimiento incluso a la concentración más 
baja evaluada (35.2 µM) y durante todo el periodo de evaluación. 
Una vez establecida la toxicidad del solvente (DMSO), el compuesto (I) y los controles 
positivos (timol y carbendazim) se procedió a evaluar el efecto de los derivados en el 
crecimiento de C. lindemuthianum. En la Figura 3-19 se presentan las curvas de 
crecimiento del hongo en presencia de los derivados (II, III, IV y V).  
Los resultados muestran que la inhibición del crecimiento micelial fue dependiente de la 
concentración. En general, los derivados mononitrado (II), dinitrado (III), trinitrado (IV) y 
diaminado (V) presentaron baja afectación del crecimiento radial de C. lindemuthianum 
comparado con el compuesto de partida (I). Además, se observa que a medida que 
incrementa el número de grupos nitro en la estructura, disminuye levemente el porcentaje 
de inhibición del crecimiento de C. lindemuthianum. Particularmente, a la dosis más alta 
(704 µM), el derivado (II) presentó una disminución en el porcentaje de inhibición desde 40 
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a 33% entre las 96 y 384 horas; el derivado (III) desde 44 a 26%; el derivado (IV) desde 
43 a 15 % y el derivado (V) desde 40 a 21 %. Lo anterior sugiere que los efectos 
electrónicos, resultantes del aumento en el número de grupos nitro o la reducción del grupo 
nitro (electrón-atractor) a amino (electrón-donador), no afecta considerablemente la 
actividad antifúngica. 
 
Figura 3-18: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) de timol contra C. 
lindemuthianum. 
              
Los resultados muestran que la inhibición del crecimiento micelial fue dependiente de la 
concentración. En general, los derivados mononitrado (II), dinitrado (III), trinitrado (IV) y 
diaminado (V) presentaron baja afectación del crecimiento radial de C. lindemuthianum 
comparado con el compuesto de partida (I). Además, se observa que a medida que 
incrementa el número de grupos nitro en la estructura, disminuye levemente el porcentaje 
de inhibición del crecimiento de C. lindemuthianum. Particularmente, a la dosis más alta 
(704 µM), el derivado (II) presentó una disminución en el porcentaje de inhibición desde 40 
a 33% entre las 96 y 384 horas; el derivado (III) desde 44 a 26%; el derivado (IV) desde 
43 a 15 % y el derivado (V) desde 40 a 21 %. Lo anterior sugiere que los efectos 
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nitro (electrón-atractor) a amino (electrón-donador), no afecta considerablemente la 
actividad antifúngica. 
Figura 3-19: Crecimiento micelial de C. lindemuthianum en presencia de los 
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Entre los derivados preparados, el cumestano dimetoxilado (VI), presentó la menor 
inhibición del crecimiento de C. lindemuthianum (Figura 3-20). Este compuesto a la 
concentración de 704 µM disminuyó el porcentaje de inhibición del crecimiento desde 19 a 
16% entre las 96 y 384 horas. Adicionalmente, el compuesto (VI) presentó inconvenientes 
al disolverlo en el solvente (DMSO). Lo anterior sugiere que la oxidación del sistema 
pterocarpánico y formación del cumestano, reduce considerablemente la actividad 
antifúngica contra C. lindemuthianum. 
 
Figura 3-20: Crecimiento micelial de C. lindemuthianum en presencia del compuesto 
(VI). 
 
En contraste, el compuesto (VII), medicarpin, mostró un efecto fungiestático fuerte contra 
C. lindemuthianum (Figura 3-21 A y B) comparado con (I). En general, la inhibición del 
crecimiento micelial fue dependiente de la concentración. Para todas las concentraciones 
evaluadas, se observó un efecto inhibitorio significativo. Particularmente a la mayor dosis 
evaluada (704 µM), este derivado inhibió el 100% del crecimiento micelial durante las 
primeras 144 horas y posteriormente descendió suavemente hasta 85% a las 384 horas. 
A concentraciones menores a 704 µM, se observó un rápido descenso en la actividad 
antifúngica con el transcurso del tiempo, lo que posiblemente sea el resultado de un 
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(VII) se diferencia de (I) por la presencia de un grupo hidroxilo en la posición C-3 en lugar 
del grupo metoxilo.  
 
Figura 3-21: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) de C. 
lindemuthianum en presencia del compuesto (VII). 
  
El medicarpin ha sido reportada como una fitoalexina (compuesto antimicrobiano de bajo 
peso molecular producido en respuesta a una infección) de la familia Fabaceae (Ahuja et 
al., 2012; Bhargavan et al., 2012) y particularmente en plantas atacadas por C. 
lindemuthianum   (Kessmann et al., 1990). Se ha reportado su síntesis y acumulación en 
Medicago sativa (alfalfa) como resultado de la infección por Colletotrichum phomoides, 
Stytemphylium loti, S. botryosum, y Phoma herbarum (Soby et al., 1996). Además el 
compuesto (VII), inhibe la germinación de esporas de F. oxysporum en C. arietium 
(garbanzos), una fuente de alimento importante para humanos (Stevenson et al., 1997). 
Recientemente se ha reportado que el compuesto (VII) posee importantes propiedades 
como agente osteogénico (Bhargavan et al., 2012).  
 
Por otro lado el derivado tipo isoflavano (VIII), sustituido con el grupo hidroxietilsulfanil en 
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de 352 y 704 µM (Figura 3-22 A). A estos niveles, el compuesto (VIII) redujo el crecimiento 
micelial entre 86 (a las 96 horas) y 71% (a las 384 horas) y entre 63 (a las 96 horas) y 51% 
a las 384 horas), respectivamente. Cabe resaltar que el efecto inhibitorio a estas dosis 
disminuyó sólo de forma leve en el transcurso del tiempo, lo que sugiere un efecto 
fungistático duradero sobre el microorganismo (Figura 3-22 B). El compuesto (VIII) mostró 
una actividad antifúngica contra C. lindemuthianum superior a la observada para el 
compuesto de partida (I).   
 
Figura 3-22: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del compuesto (VIII) 
contra C. lindemuthianum. 
  
 
El compuesto (IX), el cual se obtuvo a partir de la metoxilación del hidroxilo de la posición 
C-2´ del derivado (VIII), presentó una actividad superior contra C. lindemuthianum (Figura 
3-23 A) en comparación con el compuesto (I). La inhibición del crecimiento fue dependiente 
de la concentración. En general, todas las concentraciones inhibieron significativamente el 
crecimiento del hongo. Particularmente, el compuesto (IX) exhibió una inhibición entre 68 
y 62% durante las 96 y 384 horas de evaluación, a la concentración mayor evaluada (704 
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el transcurso del tiempo (Figura 3-23 B). Comparando los compuestos (VIII) y (IX), se 
puede concluir que el primer compuesto presentó una actividad antifúngica mayor contra 
C. lindemuthianum. Lo anterior permite suponer que la metilación de (VIII) para producir 
(IX) reduce el efecto fungiestático; la presencia de los grupos hidroxilo libres además de 
mejorar la solubilidad en el medio, podría estar impartiendo un balance hidrofílico-
hidrofóbico necesario para afectar la membrana del hongo (Numpaque et al., 2011). 
 
Figura 3-23: Crecimiento micelial de C. lindemuthianum en presencia del compuesto 
(IX). 
  
3.4.2 Actividad antifúngica contra C. gloeosporioides. 
Previo a la evaluación del efecto inhibitorio de los derivados de (I) contra el hongo C. 
gloeosporioides, se llevó a cabo un estudio del efecto del solvente (DMSO) usado para 
disolver los derivados, sobre el crecimiento micelial. Los resultados indican que 
concentraciones de DMSO inferiores a 0.22% no influyen significativamente (P<0.05) en 
el crecimiento micelial de C. gloeosporioides. Con estas concentraciones se presentó un 
porcentaje de inhibición inferior al 5% durante el periodo de evaluación (Figura 3-24). Los 
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se incorporaron en el medio de cultivo Agar-Avena. El DMSO alcanzó una concentración 
final de 0.22% en el medio de cultivo. 
 
Figura 3-24: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) de DMSO contra C. 
gloeosporioides. 
   
 
Posteriormente se evaluó la actividad antifúngica del compuesto (I) y los controles 
positivos, timol y carbendazim. El crecimiento micelial y porcentaje de inhibición para el 
compuesto (I) se reportan en la figura 3-25 A y B, respectivamente. Los resultados indican 
que las concentraciones empleadas de timol exhiben un efecto moderado sobre el 
crecimiento de C. gloeosporioides. Este compuesto presentó un porcentaje de inhibición 
del 72% a la concentración máxima evaluada (704 µM) y al cabo de 24 horas (Figura 3-25 
B). A esta concentración, el compuesto (I) presentó un rango de inhibición del crecimiento 
entre 55 y 36% desde las 48 y hasta las 192 horas, lo que demuestra una disminución 
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Figura 3-25: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del compuesto (I) 
contra C. gloeosporioides. 
                                              
Similar a lo encontrado para C. lindemuthianum, los controles positivos empleados timol y 
carbendazim redujeron fuertemente el crecimiento micelial de C. gloeosporioides (Figura 
3-26 A). Timol a concentraciones superiores a 176 µM inhibió más del 50% del crecimiento 
micelial. Además, se observó una disminución moderada de la inhibición con el transcurso 
del tiempo. Se resalta que a 704 µM, el timol inhibió el crecimiento entre 95 (a las 48 horas) 
y 93% (a las 192 horas), lo que demuestra una leve reducción de la actividad antifúngica 
con el tiempo (Figura 3-26 B).  
El control positivo carbendazim presentó el 100% de inhibición del crecimiento a la 
concentración más baja evaluada (35.2 µM) y superiores. Una vez establecida la toxicidad 
del solvente (DMSO), el compuesto (I) y los controles positivos (timol y carbendazim) se 
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Los derivados (II), (III), (IV) y (V) presentaron una inhibición débil del crecimiento radial de 
C. gloeosporioides; en general, la actividad antifúngica de los derivados fue dependiente 
de la concentración y menor a la encontrada para el compuesto de partida (I) y los controles 
positivos (Figura 3-27). A la dosis más alta (704 µM) y en el período de 24 y 192 horas, el 
derivado (II) presentó una disminución en el porcentaje de inhibición de crecimiento entre 
28 y 26%; el derivado (III) entre 26 y 20%; el derivado (IV) entre 40 y 20 % y el derivado 
(V) entre 28 y 14%.  
Al igual que para C. lindemuthianum, el compuesto (VI), el cumestano dimetoxilado, mostró 
la menor inhibición del crecimiento para C. gloeosporioides entre los derivados (Figura 3-
28). A la concentración máxima evaluada (704 µM), el compuesto (VI) presentó 
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Figura 3-27: Crecimiento micelial de C. gloeosporioides en presencia (II) (A); (III) (B); 
(IV) (C) y (V) D. 
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En la Figura 3-29 se presenta el crecimiento micelial y la inhibición de C. gloeosporioides 
con el compuesto (VII). Los resultados muestran que el efecto fungiestático fue 
dependiente de la concentración; en general, todas las concentraciones redujeron 
significativamente el crecimiento. Además, el compuesto (VII) exhibió una inhibición de C. 
gloeosporioides superior a la encontrada para el compuesto de partida (I) (Figura 3-2 9 A). 
Particularmente, a la mayor concentración (704 µM), el compuesto (VII) inhibió el 100% del 
crecimiento durante las primeras 48 horas. Luego, la inhibición disminuyó rápidamente 
hasta 48% a las 192 horas de análisis. Una observación similar se presentó para 
concentraciones del compuesto (VII) menores que 704 µM (Figura 3-27 B). Esto sugiere 
una posible desintoxicación del medio por parte de C. gloeosporioides.  
De forma semejante a como se encontró para C. lindemuthianum, el derivado (VIII) 
presentó mayor efecto fungiestático contra C. gloeosporiodes (Figura 3-30 A) que el 
compuesto de partida (I). La actividad antifúngica del compuesto (VIII) fue dependiente de 
la concentración. Todas las concentraciones evaluadas inhibieron significativamente el 
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entre 76 a 67% y 62 a 51% respectivamente, durante las 24 y 192 horas. El efecto de 
inhibición para las dosis evaluadas disminuyó levemente con el transcurso del tiempo 
(Figura 3-30 B).  
 
Figura 3-29: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del compuesto (VII) 
contra C. gloeosporioides. 
   
El crecimiento micelial y la inhibición del compuesto (IX) se presentan en la Figura 
3-31. Los resultados muestran que el compuesto (IX), resultante de la metilación de (VIII), 
exhibió una actividad inhibitoria dependiente de la concentración. En general, todas las 
concentraciones inhibieron significativamente el crecimiento micelial de C. 
gloeosporioides. Comparado con el material de partida (I), el compuesto (IX) reveló un 
mayor efecto fungiestático contra este hongo. A la mayor concentración (704 µM), el 
compuesto (IX) inhibió entre 71 a 50% durante las 24 y 192 horas. No obstante, los 
resultados muestran que la metilación de (VIII) para la formación de (IX), reduce 
significativamente (p<0.05) el efecto inhibitorio contra C. gloeosporioides; lo anterior indica, 
que la presencia de grupos hidroxilo en el derivado es un requerimiento estructural 
importante para la actividad antifúngica. A todas las concentraciones, las propiedades 
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Figura 3-30: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del compuesto (VIII) 
contra C. gloeosporioides. 
     
Figura 3-31: Crecimiento micelial (A) y porcentaje de inhibición (B) del compuesto (IX) 
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3.4.3 Inhibición de la germinación de esporas de C. 
gloeosporioides con los derivados. 
 
Los porcentajes inhibición de la germinación de esporas (%IG) obtenidos para C. 
gloeosporioides se presentan en la Figura 3-32. Las evaluaciones se llevaron a cabo a las 
8 y 24 horas. Según los resultados, se evidenció un marcado efecto de algunos derivados 
en comparación con (I). A las 8 horas de análisis, tiempo en el cual germina el 100% de 
las esporas del blanco absoluto, se encontraron %IG cercanos al 100% por parte de los 
controles positivos (timol y carbendazim) y los derivados (VII) y (VIII). El compuesto (IX) 
inhibió la germinación de esporas de C. gloeosporioides el 72.8% a las 8 horas, luego de 
lo cual disminuyó considerablemente hasta 1.4% en 24 h. En contraste, los compuestos 
(VII) y (VIII) conservaron el efecto antifúngico fuerte después de 24 h. Resulta notable que 
la actividad inhibitoria de la germinación de esporas de los compuestos (VII) y (VIII) es 
comparable con la del reconocido antifúngico natural timol y el fungicida sintético comercial 
carbendazim.  
 
Figura 3-32: Inhibición de la germinación de esporas de C. gloeosporioides (%IG) de 
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Por otra parte, los derivados (II), (III), (IV), (V) y (VI) presentaron inhibiciones de la 
germinación bajas a las 8 horas (%IG entre 32.7%-17.3%) y que posteriormente 
disminuyeron drásticamente (%IG entre 9.8% y 0.7%) a las 24 horas. En general, estos 
compuestos exhibieron %IG inferiores a los encontrados para (I) (%IG de 41.9 y 20.5% a 
8 y 24 horas).  
Morfológicamente, las esporas que fueron inhibidas por tratamiento con los compuestos 
carbendazim, timol, (VII) y (VIII) conservaron la forma cónica típica presentada en la Figura 
3-33 A. Las esporas del control absoluto y control solvente (DMSO 1%), lograron 
desarrollar extensamente el tubo germinativo superando en más del doble la dimensión de 
la espora (Figura 3-33 B). Interesantemente, aunque los compuestos (I), (II), (III), (IV), (V), 
(VI) y (IX) no inhibieron fuertemente la germinación de las esporas, si ocasionaron un 
desarrollo defectuoso de los tubos germinativos y con longitudes inferiores a los 
encontrados para los controles absoluto y solvente (Figura 3-33 C y D).   
 
Figura 3-33: Fotografía de las esporas de C. gloeosporioides. A: espora sin germinar; 
B: espora germinada; C y D: esporas parcialmente germinadas con afectación del tubo 
germinativo. 
           
            
A B 
D C 
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3.4.4 Efecto del compuesto (VIII) contra C. gloeosporioides en 
Carica papaya L. (cv. Hawaiana) y Mangifera indica L. (cv. 
Hilacha). 
Con el fin de estudiar la efectividad “in vivo” como agentes fungistáticos, frutos de C. 
papaya inoculados con C. gloeosporioides se trataron con (VIII) y los respectivos controles. 
Se escogió (VIII) como el derivado más prometedor teniendo como criterio de elección los 
resultados del ensayo in vitro, el %IG y el rendimiento de la reacción de obtención 
(37.42%). Los resultados muestran que hubo una reducción del 82.9, 34.1, 14.6, y 55.4% 
del diámetro de la lesión en los tratamientos con carbendazim, timol, (I) y (VIII) 
respectivamente, en comparación con los controles (frutas no tratadas, A) y frutas tratadas 
solo con EtOH, B) (Figuras 3-34 y 3-35). 
 
Figura 3-34: Crecimiento de la lesión causada por C. gloeosporioides en C. papaya L. cv. 
Hawaiana evaluada al día 7. A (blanco Absoluto); B (blanco solvente); C (carbendazim); 
D (timol); E (I); F (VIII). 
 
 
El derivado (VIII) mostró considerable disminución del crecimiento de C. gloeosporioides 
(55.4%), siendo superior que el compuesto de partida (I) (14.6%). Además, el compuesto 
(VIII) presentó un efecto fungistático superior que el antifúngico natural timol, con 34.1%. 
El fungicida comercial carbendazim fue el más efectivo de los tratamientos, con una 
reducción del crecimiento de C. gloeosporioides del 82.9%. En general, el progreso de la 
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lesión en superficie de la fruta fue menor en el tratamiento con carbendazim seguido del 
compuesto (VIII), timol y (I) (Figuras 3-35). 
 
De otro lado, el tejido interno en el área infectada mostró una decoloración blanca grisácea 
que fue más profunda en ambos controles absoluto y solvente, como se muestra en la 
imagen A y B de la Figura 3-36. Hubo una profundidad promedio de 3, 12, 17 y 9 mm para 
la lesión en los tratamientos con carbendazim, Timol, (I) y (VIII), respectivamente. En 
comparación con los controles (frutas no tratadas, A y frutas tratadas solo con EtOH, B), 
el progreso de la lesión en el parénquima del fruto fue menor en los tratamientos con 
carbendazim y (VIII) (Figuras 3-37). El compuesto (VIII) mostró menor profundidad en la 
lesión (9 mm) que el compuesto de partida (I) (17 mm) y el agente antifúngico natural timol 
(12 mm). En general, el compuesto (VIII) presentó una actividad contra C. gloeosporioides 
relativamente elevada y baja fitotoxicidad en la cáscara de la fruta. 
 
Figura 3-35: Diámetro de la lesión en C. papaya causada por C. gloeosporioides 
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Figura 3-36: Profundidad de la lesión en C. papaya causada por C. gloeosporioides 
evaluado en siete días. A (blanco Absoluto); B (blanco solvente); C (carbendazim); D 
(timol); E (I); F (VIII).  
 
Figura 3-37: Profundidad de la lesión causada por C. gloeosporioides evaluada en siete 
días. 
 
Por otro lado, los resultados de la actividad antifúngica “in vivo” contra C. gloesporioides 
en Mangifera indica L. cv. Hilacha no presentaron un crecimiento radial homogéneo que 
permitiera cuantificar la inhibición basado en el diámetro de la lesión, pero se logra 
evidenciar cualitativamente niveles diferentes de afectación por parte de C. 
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Figura 3-38: Efecto en el crecimiento de lesión en Mangifera indica causada por C. 
gloeosporioides evaluado en 15 días. A (blanco Absoluto); B (blanco solvente); C (timol); 
D (carbendazim); E (I); F (VIII). 
 
 
Los resultados muestra cualitativamente un efecto inhibitorio por parte del derivado (VIII) 
superior al causado por el compuesto (I) y el control timol. En el tratamiento con (I) al igual 
que los controles se afectó fuertemente el fruto. Cabe resaltar que el tratamiento con el 
derivado (VIII) presentó un retraso en el progreso de la lesión similar al presentado por el 
fungicida comercial carbendazim, lo que sugiere potencial en este derivado como agente 
de control.  
3.5 Análisis cualitativo de la relación entre la actividad y 
estructura. 
Se obtuvieron derivados con mayor y menor actividad antifúngica que el compuesto de 
partida (I) lo cual sugiere la posibilidad de generar compuestos más activos contra los 
hongos evaluados a partir de este pterocarpano. Los resultados obtenidos en este trabajo 
revelan la influencia en la actividad antifúngica de grupos nitro, amina, hidroxilo y la 
oxidación  y formación de isoflavano, figura 3-39.  
Se evidenció que adicionar grupos nitro en la estructura de (I) genera derivados con menor 
actividad antifúngica contra C. gloeosporioides y C. lindemuthianum. El porcentaje de 
inhibición de crecimiento de los derivados nitrados (II), (III) y (IV) a 704 μM presentaron 
valores contra C. lindemuthianum entre 39.6 a 14.0% lo cual fue inferior al rango entre 42.8 
a 34.9 reportado por (I) en el periodo de 96 a 384 horas; De igual forma contra C. 
gloeosporioides estos derivados presentaron un rango menor de inhibición de crecimiento 
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(40 a 20.6%) comparado con (I) (55 a 36.1%) en el periodo de 48 a 192 horas, Figura 3-
39. Cabe resaltar que se evidenció la disminución de la actividad con el incremento de los 
sustituyentes nitro en la estructura del derivado.  
También baja actividad se presentó en el derivado generado por la reducción de grupo 
nitro a amino en la estructura de (I). El derivado (V) presento rangos de inhibición entre (20 
a 13.7%) y (40 a 22%) para C. gloeosporioides y C. lindemuthianum  respectivamente, los 
cuales fueron inferiores a los presentados por (I). Recopilando la información anterior y 
comparando los porcentajes de inhibición de (I), (II), (III), (IV) y (V) se evidenció una fuerte 
disminución de la actividad por parte de este tipo de sustituyentes nitrogenados lo cual  
puede sugerir un efecto desactivante de actividad biológica debida posiblemente a efectos 
electrónicos.  
El derivado (VI), generado por la oxidación con DDQ de los carbonos bencílicos y alquílicos 
del compuesto (I),  presentó el menor porcentaje de actividad contra C. 
gloeosporioides y C. lindemuthianum.  Este compuesto particularmente presenta baja 
solubilidad en etanol y estructura tridimensional plana diferente a (I) y los demás derivados, 
lo cual se propuso como causa de la baja actividad antifúngica en cumestanos (Perrin & 
Cruickshank, 1969). El derivado (VI) presentó rangos de inhibición entre (28.6 a 4.9%) 
entre 24 y 192 horas contra C. gloeosporioides y (18.7 a 15.9%) entre 48 y 348 horas 
contra C. lindemuthianum. El derivado (VI) en  ambos hongos presentó un descenso 
vertiginoso  en el transcurso del tiempo en el efecto inhibitorio de crecimiento micelial como 
se puede evidenciar en la figura 3-39.  
El compuesto (VII) el cual se diferencia de (I) por el cambio del grupo metoxilo por un 
hidroxilo en la posición C-3, alcanzo altos niveles de la actividad biológica. Este compuesto 
presentó una afectación considerable y poco variable principalmente contra C. 
lindemuthianum reflejado en el rango de inhibición del crecimiento durante el tiempo del 
bioensayo entre 100 y 85%, Figura 3-39. De manera similar (VII) influye negativamente en 
el crecimiento de C. gloeosporioides las primeras 48 horas inhibiendo 100% su 
crecimiento. A pesar de este buen comienzo el efecto inhibitorio conferido por el grupo 
hidroxilo fenólico decae drásticamente hasta 63% en 192 horas. Esto supone capacidad 
importante de desintoxicación de (VII) por parte de C. gloeosporioides, Figura 3-39.    
Se resalta que a (VII) se le ha reportado mayor actividad que el fungicida comercial Benlate 
y además se demostró la influencia del grupo hidroxilo para la actividad antifúngica a través 
de la acetilación de este sustituyente. De esta forma se obtuvo el derivado 3-acetoxi-9-
metoxipterocarpano que presentó menor actividad antifúngica que (VII) contra 
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Cladosporium cladosporioides. (Ratnayake et al., 1989). La presencia del grupo hidroxilo 
fenólico podría relacionarse con afectaciones a la integridad de la membrana 
citoplasmática en los hongos, de manera similar a como ha sido propuesto para el timol y 
compuestos relacionados (Ultee et al., 2002).  
 
Figura 3-39: Inhibición de crecimiento micelial de derivados a 704 µM contra C. 
lindemuthianum (A) y C. gloeosporioides (B). 
 
La transformación de (I) al derivado (VIII), un isoflavano hidroxilado en posición C-2’ y con 
un sustituyente hidroxietilsulfanil en C-4, genero un compuesto con mejor solubilidad en 
etanol y considerable actividad antifúngica contra C. gloeosporioides y C. lindemuthianum 
a los que inhibió entre 75 a 63% y  85.4 a 69.4% respectivamente, Figura 3-39.  
 
Particularmente con los resultados de (IX), el cual presenta un grupo metoxilo remplazando 
el hidroxilo de la posición C-2’ presente en (VIII), se logra confirmar la influencia del 
sustituyente hidroxilo para la actividad antifúngica. El compuesto (IX) presento menor 
inhibición que el derivado (VIII) y mayor inhibición que (I). Con (IX) se logró inhibir el 
crecimiento de C. gloeosporiodes  entre 69.2 a 50.2% y a C. lindemuthianum entre 68.1 y 
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Seguidamente se comparo la relevancia de la actividad antifúngica contra C. 
gloeosporiodes y C. lindemuthianum entre todos los derivados. Este análisis  se realizo 
para C. gloeosporiodes a las 120 horas y para C. lindemuthianum  a las 240 horas, Figura 
3-40. El periodo de tiempo que se elijio presento una tendencia estacionaria en el 
crecimiento.  En la figura 3-40 y tabla 3-4 se evidencia los resultados comparativos entre 
derivados. Se puede  notar una tendencia de aumento de actividad antifúngica de los 
derivados (VII), (VIII) y (IX) y disminución para (II), (III), (IV), (V) y (VI) tomando el 
compuesto (I) como referencia.  
 
Figura 3-40: Inhibición de crecimiento micelial de derivados a 704 µM contra C. 
lindemuthianum (A) a 240 horas  y C. gloeosporioides  a 120 horas (B). 
 
El porcentaje de incremento o disminución de la actividad antifúngica de los derivados se 
presentan en la tabla 3-4. En general los grupos nitro, amina no son adecuados 
sustituyentes para aumentar la actividad antifúngica en el núcleo estructural de (I) de igual 
forma la oxidación a cumestano de (I). En cambio se logra aumentar la actividad antifúngica 
de (I) transformando el grupo metoxilo del C-9 a grupo hidroxilo (VII) o transformando (I) 
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Tabla 3-4: Variación de del porcentaje de inhibición de crecimiento a 120 y 240 horas 
para C. lindemuthianum y C. gloeosporioides de derivados comparados con (I). 
Derivado C. lindemuthianum Derivado C. gloeosporioides 
VI -63.07 % VI -85.15 % 
IV -43.37 % V -53.67 % 
III -32.11 % III -41.20 % 
V -28.23 % IV -40.22 % 
II -4.41 % II -38.07% 
IX 80.80 % VII 45.45 % 
VIII 107.72 % IX 47.27 % 
VII 172.12 % VIII 87.93 % 
 (-) disminución y (+) aumento de porcentaje de Inhibición de crecimiento.  
 
4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
El presente estudio sugiere la posibilidad de aprovechar racionalmente  residuos 
proveniente de P. gracile debido al contenido de compuestos bioactivos presentes. Se 
logró determinar el contenido de 3,9-dimetoxipterocarpano (I) empleando técnicas 
cromatográficas y se propuso de forma preliminar una metodología sencilla de obtención 
para (I) a nivel de laboratorio.      
 
A partir del compuesto (I) se logró preparar, purificar e identificar ocho compuestos con 
diversidad extructural.  
 
De acuerdo a los resultados de inhibición de crecimiento radial, se obtuvo un grupo de 
compuestos conformado por (II), (III), (IV), (V) y (VI) con menor actividad que la sustancia 
de partida (I), evaluados contra C. gloeosporioides y C. lindemuthianum.  
 
El compuesto  (VIII) en las pruebas in vivo contra C. gloeosporioides en condiciones de 
laboratorio en papaya y mango presento un considerable retraso del avance de crecimiento  
mayor al ocasionado por los controles.  
 
Los resultados determinaron que grupos nitro y aminas adicionados en la estructura de (I) 
y su oxidación a cumestano generan compuestos con menor actividad biológica contra C. 
gloeosporioides y C. lindemuthianum. Se observó con los compuestos (II), (III) y (IV) que 
el aumento de grupos nitro adicionados en (I) agudiza la disminución de la actividad. 
También se evidenció al comparar (III) y (V) que el efecto electrónico del grupo nitro y 
amino no provoca aumento en actividad en la extructura de (I).   
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Por otra parte, los resultados de (VII), (VIII) y (IX) evidenciaron mayor actividad que (I) y 
para el caso de (VIII) se mantuvo su efecto contra C. gloeosporioides inhibiendo el 
crecimiento micelial, inhibiendo la germinación de esporas y retrasando el avance del 
crecimiento en frutos de papaya y mango. 
 
El compuesto (VII) muestra la influencia positiva de los grupos hidroxilo para la actividad 
antifungica,  lo cual está en acuerdo con otros autores. La conversión de (I) en el isoflavano 
(VIII), sugiere un aporte importante a la actividad de este compuesto por parte del 
sustituyente hidroxilo y la cadena carbonada hidroxietilsulfanil; esto se hipotetiza por el 
posible balance hidrofóbico-hidrofílico de estos sustituyentes y además por los pocos 
reportes encontrados de actividad antifúngica de isoflavanos. Finalmente, al comparar los 
resultados y estructuras de (VIII) y (IX) se confirma el efecto en la actividad antifúngica de 
los grupos hidroxilo. El derivado (IX) generado por metoxilación  del grupo hidroxilo de la 
posición C-2’ en (VIII), presento menor actividad antifúngica que (VIII) pero fue mayor que 
la actividad de (I).    
 
Sin embargo, estos argumentos son susceptibles de controversia, razón por la cual es 
necesario llevar a cabo estudios adicionales. 
4.2 Recomendaciones 
A continuación, los autores del presente estudio detallan algunos aspectos esenciales que 
consideran trascendentes en aras de desarrollar un agente de control fúngico partir de 3,9-
dimetoxipterocarpano: 
 
1. Desarrollar nuevos derivados a partir de (I) que ayuden a aclarar la relación 
estructura-actividad.    
2. Obtener un considerable número de derivados de (I) para poder utilizar 
metodologías computacionales que ayuden a describir estas moléculas y permitan 
cuantificar el efecto de las modificaciones químicas en la actividad biológica. Esto 
además ayudaría a direccionar el diseño de nuevos agentes de control a partir del 
pterocarpano (I)  ya que se contaría con una guía para determinar las 
modificaciones en el compuesto de partida.  
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3. Estudio detallado y especifico de las enzimas involucradas en el proceso de 
desintoxicación de C. gloeosporioides y C. lindemuthianum. Esto ayudaría a 
comprender el ambiente bioquímico de estos hongos y conocer los mecanismos 
de desintoxicación lo cual permitiría diseñar moléculas que bloquen o interfieran 












A. Anexo: Cromatogramas de 
análisis por HPLC 
 
Cromatograma extracto de n-hexano 
 
 
Cromatograma compuesto (I)  
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Cromatograma extracto de CH2Cl2 
 
 












B. Anexo: Espectros RMN y IR de 
derivados.  
1H RMN (I) 
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Dept 135 (I) 
 
APT 135 (I) 
 
COSY HH (I) 
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HMBC H-13C (I) 
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COSY HH (II) 
 
HSQC H-13C (II) 
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Dept 135 (III) 
 
1H RMN (IV) 
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1H RMN (V) 
 
13C RMN (V) 
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1H RMN (VI) 
 
13C RMN (VI) 
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1H RMN (VII) 
 
13C RMN (VII) 
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COSY HH (VII) 
 
HSQC H-13C (VII) 
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HMBC H-13C (VII) 
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COSY HH (VIII) 
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HMBC H-13C (VIII) 
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1H RMN (IX) 
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